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ONSOZ

E. coli O157: H7 serotipi zoonotik ve gida kaynakli patojenlerin en énemlilerinden
biridir. Etken insanlarda 6zellikle ¢cocuk ve yashlarda diare, hemorajik kolitis ve hemolitik
tremik sendroma neden olur. Hastalik karin agrisi, sulu ya da kanli ishal gibi
gastrointestinal semptomlar ve daha az siklikta da sistemik komplikasyonlarla seyreder. E.
coli O157: H7 serotipi Tiirkiye ve diinyada insan sagligi acisindan bu kadar Onemli
olmasmin yaninda hayvan sagligi ve ekonomik verim yOniinden de biiyiik Onem
tasimaktadir. Klinik ve subklinik olarak gerceklestirdigi veya katildigr gastrointestinal
infeksiyonlar belirgin olarak olmasa da verim ve dolayisiyla ekonomik kayiplara yol
acmaktadir.

Bu calismada, [zmir, Aydin, Manisa, Denizli ve Usak illerinde bulunan fason iiretim
kiimeslerindeki broiler pili¢lerinden 500 adet kloakal svap 6rnegi alinip, 6rneklerden E.
coli O157:H7 serotipinin identifikasyonu gerceklestirilmis ve antibiyotik duyarlhliklar:
belirlenmistir. BoOylece Tiirkiye’ de ilk defa bu bakterinin tavuklardan izolasyonu
gerceklestirilmis ve halk saglig1 i¢in dnemli bir zoonotik etkenin tavuk eti tiikketiminde risk
faktorii oldugu diisiiniilerek kanath endiistrisinin bu konu iizerine egilmesi gerektigi ortaya
cikarilmustir.

Bu calisma “Broiler Pili¢lerinden Escherichia coli O157:H7 Serotipinin
Identifikasyonu ve Antibiyotik Duyarhliklarmnimn Belirlenmesi” isimli ve VI'F-07021 kodlu
proje olarak Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan
desteklenerek gerceklestirilmistir.
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1. GIRIS

E. coli O157:H7 serotipi zoonotik ve gida kaynakli patojenlerin en onemlilerinden
biridir. Etken 0Ozellikle insan sagligi acisindan Tiirkiye ve diinyada, hastaliga neden
oldugunun belirlendigi 1983 yilindan beri biiyiik 6nem tasimaktadir (Riley ve ark 1983). E.
coli O157:H7 insanlarda hemolitik iiremik sendrom (HUS) ve hemorajik kolitis olarak
bilinen ve Oliimle sonuglanabilen gida ve su kaynakli salgmlara neden olmaktadir. HUS
insanlarda karm agrisi, sulu ya da kanl ishal gibi gastrointestinal semptomlar ve daha az
siklikta da sistemik komplikasyonlarla seyreder (Nataro ve Kaper 1998, Paton ve Paton
1998).

Etkenin Tiirkiye ve diinyada insan saghigi acgisindan bu kadar onemli olmasinin
yaninda, hayvan sagligi ve ekonomik verim yoOniinden de biiyiik ©Onem tasidigi
goriilmektedir. Klinik ve subklinik olarak gerceklestirdigi veya katildig1 gastrointestinal
infeksiyonlar belirgin olarak olmasa da verim ve dolayisiyla ekonomik kayiplara yol

acmaktadir.

E. coli O157:H7 serotipi genel olarak Kuzey Amerika kitasi iilkelerinde daha
siklikla goriilmekle beraber, bugiin 6 kitada en az 16 iilkede giderek artan sayida vakaya
rastlandigi, genel olarak mayis - ekim aylarinda vaka sayisinda artis oldugu, hastaligin 5
yas ve daha altindaki cocuklar ile 65 ve daha yukar1 yashlarda daha fazla goriildiigi
bildirilmektedir. Enfektif dozunun 0,3-15 hiicre/g gibi cok diisikk diizeyde olmasi



salginlarin yayilmasinda kisiden kisiye bulasmalarin temel etken oldugunu gostermektedir

(Doyle ve ark 1997, Park ve ark 1999).

E. coli O157:H7 asil konak sigirlar olmak tizere koyun, geyik, kopek ve kuslarda
hastaliga neden olmaktadir. E. coli O157:H7 serotipinin kaynag: iizerinde farkli goriisler
bulunmaktadir. Cesitli arastirma sonuglar1 bu bakterinin basta siit inekleri olmak iizere
sicak kanli hayvanlar olarak tanimlanan memeli ve kanath hayvanlarin digkilari ile ete,
slite, topraga, suya ve dolayisi ile tiim ¢evreye yayildigini gostermistir (Halkman ve ark
1998). E. coli O157:H7’nin prevalansi; cografi bolge, mevsim, hayvanin tiirii, yas1 ve
cinsiyeti, beslenme sekli gibi bir¢cok faktor tarafindan etkilenmektedir. Sigirlar, koyunlara
ve musir silajiyla beslenen hayvanlar beslenmeyenlere gore daha yiiksek bir kontaminasyon
gostermektedir. Yaz aylarinda prevalansi daha yiiksek cikmaktadir. Siit inekleri, besiye
alman bogalardan ve gen¢ hayvanlar, yasli hayvanlardan daha yiiksek tasiyicilik
gostermektedir. Ayrica kesim yapilan mezbahanin hijyenik sartlar1 ve calisma kosullari,
kesim sonrasi etin islenmesi ve son tiiketim sathasina kadar olan tiim asamalarda hijyen
kurallarma titizlikle uyulmamasi tiim tabloyu olumsuz etkilemektedir (Chapman ve ark

2001).

Kanatl hayvanlarda dogal infeksiyona yol actigi nadir vakalar bulunmaktadir.
Ozellikle Tiirkiye’de etkenin kanatl hayvanlardan izolasyonuna dair bir calisma olmamasi
bu hayvanlarda infeksiyona yol a¢madiginin kaniti degildir. Diinya capinda yapilan
arastirmalarin bazilarinda kanath etlerinden ve digki 6rneklerinden E. coli O157:H7 izole
ve identifiye edildigi belirtilmistir (Samadpour ve ark 1994, Schoeni ve Doyle 1994,
Sowers ve ark 1996, Sueyoshi ve Nakazawa 1994).

Escherichia coli serotipleri kanathh hayvanlarda enteritis, seliilitis, septisemi,
perikarditis, perihepatitis, artritis, omfalitis, salpingitis ve yumurta sarist infeksiyonu gibi
hastaliklara neden olur. Kanath patojenik E. coli suslar1 genellikle solunum sistemi
infeksiyonlarina yol acarlar ve hastalik Ozellikle gen¢ broilerlerde sekillenir. Kanatl
patojenik E. coli (APEC) suslar1 ¢cogunlukla O serogruplarma dahildir. Tavuklardan en
cok izole edilen suglar O1, O2, O35 ve O78’ dir (Dho ve Fairbrother 1999, Gross 1994,
Sojka ve Carnaghan 1961). E. coli O157:H7 serotipinin tavuklarda dogal infeksiyona yol



actigina dair ¢cok az veri olmasina karsin, inokulasyon yoluyla olusturulan infeksiyonlarin
varlig1 bildirilmistir (Beery ve ark 1985, Best ve ark 2003, Giilhan 2003, Stavric ve ark
1993).

Sigirlarda goriilen bovine spongiform ensefalopati gibi bazi hastaliklardan dolay1
son yillarda diinya capinda ve iilkemizde tavuk etine yonelim artmistir. Kanath sektoriiniin
hizl1 gelisimi insan ve hayvan sagligi yoniinden son iiriin hijyeninin ne kadar 6nemli
oldugunu bir kere daha goz Oniine koymustur. Bu yiizden hastaliktan ari hayvanlar

yetistirmek ve bunlar1 hijyenik olarak tiiketime sunmak zorunlu kilinmastir.

Diinyada ve Tiirkiye’ de kanath endiistrisinde ¢ok biiyiik verim kayiplarma neden
olan E. coli etkeni gida kaynakli infeksiyon ve toksikasyonlarda da ¢ok fazla karsimiza
cikmaktadir. E. coli infeksiyonlari, hem etlik pili¢ tiretimini hem de insan saglhigini tehdit
etmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Ozellikle E. coli O157:H7 serotipinin neden
oldugu infeksiyon ve toksikasyonlardan korunmak amaciyla, Tiirkiye’ deki etlik pili¢
populasyonunun bu etkenin varligi yoniinden incelenmesinin kanath sektorii ve halk
saglhig1 acisindan yapilacak koruma kontrol programlar1 ve asi caligmalart i¢in 6nemli
oldugu diistiniilmektedir. Bakteriyel etkenlerin en dnemlilerinden biri olan E. coli O157:H7
susu genellikle ruminant etlerinden ve iiriinlerinden izole edilmesine ragmen tavuklarda da

bulunduguna dair kanitlar sunulmustur (Beery ve ark 1985, Best ve ark 2003).

E. coli, insan, memeli ve kuslarin gastrointestinal sistemlerindeki bakteriyel
mikrofloranin en 6nemli iiyelerinden biridir. E. coli tiirlerinin ¢ogu patojen degildir, ancak
kiiciik bir kismui diinya ¢capinda goriilen hastaliklara neden olurlar. Patojen E. coli tiirleri
virillens faktorleri, biyokimyasal ve serolojik ©zelliklerine gore klasifiye edilmislerdir

(Fairbrother ve Nadeau 2006).

Ik olarak Theodor Escherich (1989) tarafindan 1885 yilinda yeni dogan bebeklerin
diskilarindan izole edilen bakteri Bacterium coli commune, daha sonra Eschericha coli
olarak tamimlanmustir. Giiniimiizde 16 S ribozomal RNA {initesindeki benzerlige gore

yapilan Bergey’s Manuel of Systematic Bacteriology’ nin 2. baskisindaki siniflandirmaya



gore E. coli, Proteobacteria  bolimiinde, = Gammaproteobacteria  sinifinda,
Enterobacteriales takimida, Enterobacteriaceae familyasinda Escherichia cins adi altinda

yer almaktadir (Garrity ve ark 2005).

Escherichia cins ad1 altinda yer alan ve biyokimyasal testlerle E. coli’ den ayrilan

diger tiirler E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii ve E. vulgaris ’tir (Arda ve ark 1992).

E. coli tirleri memeli ve kuslarda solunum, sindirim ve iirogenital sistem
hastaliklari, yara infeksiyonlari, pneumoni, mastitis ve sistemik infeksiyonlara neden
olurlar. Biitiin yeni doganlarda gastrointestinal sistem hastalig1 kolibasillozise neden olan
etken sigir ve koyunlarda koliseptisemisi ve koliform mastitise; kedi ve kopeklerde
koliseptisemisi, pyometra ve iiriner sistem infeksiyonlarma; atlarda kolibasillozis ve
pyometraya; domuzlarda koliseptisemisi, kolibasillozis, 6dem, meningitis ve mastitislere;
kanathilarda omphalitis, sar1 kesesi yangisi, koliseptisemisi, hava kesesi yangisi, seliilitis,

enteritis, salpingitis, epikarditis ve koligranulomaya neden olur (Arda ve ark 1992).

Fakiiltatif anaerobik bir bakteri olan E. coli insan kolon mikroflorasinin dominant
bir tiyesidir. Dogumdan hemen sonra E. coli gastrointestinal sistemde koloniler olusturur
ve daha sonra bakteri ile konak bundan ortak cikar saglar. E. coli genellikle intestinal
liimen tarafindan sinirlandigindan zararsiz olarak kalir, ancak halsizlik ve viicudun zayif
diismesi ve gastrointestinal bariyerlerin yikilmas: halinde patojenik olmayan E. coli
kolonileri bile enfeksiyona neden olmaktadir. Patojenik E. coli neden oldugu enfeksiyonlar
mukozal yiizeyler ile sinirlanabilir veya viicuda yayilabilir. Insanlarda patojenik E. coli
tirleri Uriner sistem infeksiyonlari, sepsis, meningitis, diare ve enteritise neden
olmaktadirlar (Nataro ve Kaper 1998). E. coli O157:H7 serotipi ise hemolitik tiremik
sendrom ve hemorajik kolitis gibi oliimciil hastaliklara sebep olur (Halkman ve ark 2001,

Nataro ve Kaper 1998, Paton ve Paton 1998).

E. coli tiirleri Gram negatif ozellikte, 1.1-1.5 x 2.0-6.0 um boyutlarinda, ¢omak
sekilli ve fakiiltatif anaerobik bakterilerdir. Peritrik flagellaya sahip olduklarindan
hareketlidirler ancak hareketsiz tiirleri de bulunmaktadir. Kanli agar, nutrient agar ve

Enterobactericeae tiirleri icin diferensiyel ve selektif olan besiyerlerinde (MacConkey,



EMB vs.) 37 °C ‘de 24 saat icinde gozle goriilebilir S tipi koloniler olustururlar. Nutrient
buyyonda 37 °C ‘de 24 saatte bulaniklik yaparak iirerler. E. coli bircok karbonhidrati
(laktoz, mannitol, glukoz) asit ve gaz olusturarak fermente eder. Laktozu ayristirdig: icin
MacConkey agarda pembe renkli koloniler, EMB agarda ise yesil metalik refle
goriiniimiinde koloniler sekillendirirler. Bazi suslar1 kanli agarda hemoliz olusturabilirler.
Indol ve Metil Red (MR) testleri pozitiftir; ancak Ure, Voges Preskauer (VP), H,S ve Sitrat
testleri negatif sonug verir. Oksidaz testi negatif sonu¢ veren E. coli nitratlar1 nitritlere

indiikleyebilir (Arda ve ark 1992).

E. coli antijenleri ilk olarak Kauffmann (1947)’m yaptig1 calismayla ortaya
konmustur. Bakterinin son derece karmasik olan antijenik yapisi 6zellikle patojen suslarda
onem tagimaktadir. Bunlar somatik (O) antijeni, kapsiiler (K) antijenleri, flagellar (H)

antijenleri ve fimbrial (Pilus) antijenleridir.

Somatik O antijenleri E. coli hiicre duvar1 yapisinda bulunan lipopolisakkarit
komplekslerden olugsmus, 1siya dayanikli yiizey antijenleridir. Hiicrenin lizisi sonucunda
ortaya ¢ikarlar ve 1stya direngliligi saglayan bir protein fraksiyonu baglanmis polisakkarit-
fosfolipit kompleksi yapisindadirlar (Paton ve Paton 1998). Somatik O antijeni
aglutinasyon testi ile aciga ¢ikarilabilir, ancak kapsiiler ve flagellar antijene sahip suslarda
1s1 uygulamasindan (50 °C ‘de 24 saat veya 200°C ‘de 2 saat) sonra aglutinasyon
uygulanmalidir. Baz1 O antijenleri diger mikroorganizmalarin antijenleriyle ayni kimyasal
ve serolojik yapida olabilir. Bu durumda iki bakteri arasinda ¢apraz reaksiyon sekillenir. E.
coli tirlerinin bazilarinin O antijeni Shigella sonnei haricindeki Shigella antijenleriyle
capraz reaksiyon vermektedir. Benzer sekilde Salmonella tiirleriyle de capraz reaksiyon
sekillenmektedir. Bunlarin en Onemlisi E. coli Ol11 ve Salmonella O35 arasinda

goriilmiistiir (Nataro ve Kaper 1998).

Flagellar (H) antijeni flagella yapisinda bulunan flagellin proteininin cesitliligine
bagl olarak farkliliklar gosterir. Somatik antijenin tersine 1sitya dayaniksizdirlar ve
aglutinasyonla belirlenebilirler. Cogu E. coli susu ilk izolasyonda az hareketli ya da
hareketsizdir. Buna ragmen bircogu da yarikati agarda pasajlandiklarinda hareketli olarak

gozlenmislerdir (Paton ve Paton 1998).



Kapsiiler (K) antijenleri % 2 oraninda azaltilmis seker iceren polimerik asit
yapidadirlar. Hiicre yiizeyinde O antijeninin disginda yer alirlar ve O antijeninin
aglutinasyonuna bu sekilde engel olurlar. Isiya duyarliliklarina gére A ve B olmak iizere 2
alt sinifta incelenirler. A tip K antijenleri 121 °C‘de 1 saatte aglutine olurken, B tipleri i¢in
100 °C ‘de 1 saat yeterlidir. Ancak B tip K antijenlerinin antikora baglanma yetenegi 121
°C ‘de inaktive olur (Nataro ve Kaper 1998).

K antijeninin tiplendirilmesinde nomenklatiir acgisindan bazi hatalar vardir. K12
susunun K12 antijeni ile higbir alakas1 yoktur. K88 ve K99 gibi fimbrial antijenler ise K

antijeni olarak tanimlanmislardir (Paton ve Paton 1998).

Fimbria (Pilus) antijenleri E. coli bakterisinin dis ylizeyindeki uzanti seklindeki
yapmin i¢inde bulunan protein karakterinde antijenlerdir. Fimbrialarin seks pilusu
disindaki piluslarinda bulunan ve bakterinin barsak epitel hiicrelerine adhezyonunu
saglayarak viriilens 6zelligi kazandiran antijenlerdir. Fimbria antijenleri hemaglutinasyon
ozelliklerine gore 2 grupta incelenirler. Tip-I antijenlerinin hemaglutinasyon yetenekleri
mannoz ile inhibe edilebilir (mannoz duyarli-MS). Bu tip antijenlere F1 adi da verilir. Tip-
IT antijenleri ise mannoza direnglidir (MR). Biitiin E. coli suslarinin (nonpatojenikler dahil)
ortak Ozelligi fimbria geninin bulunmasidir. Diarejenik E. coli suslarinm sahip oldugu
fimbrialar bakterinin intestinal kolonizasyon yetenegini arttirir ve normalde lokalize

olamayacagi ince barsak mukozasina yerlesmesini saglar (Nataro ve Kaper 1998).

Diger bircok mukozal patojende oldugu gibi E . coli de enfeksiyon icin gerekli su
stratejiyi izler : (i) mukozal alanda kolonilesme, (ii) konagin savunmasini yikma, (iii)
cogalma ve (iv) konaga zarar verme. Ishale yol acan E. coli suslarinin en belirgin niteligi,
barsagm kendi florasiyla besinler i¢in verilen rekabet ve peristaltik hareketlere ragmen

intestinal mukozal yiizeyde koloniler olusturabilmesidir (Nataro ve Kaper 1998).



E. coli tiirleri intestinal hastaliklar1 olusturabilme yeteneklerine gore 6 serolojik
smifa ayrilmislardir. Bunlar: Enterotoksijenik E. coli (ETEC), Enteropatojenik E. coli
(EPEC), Enterohemorajik E. coli (EHEC), Enteroinvaziv E. coli (EIEC), Diffuz- Adherent
E. coli (DAEC) ve Entero-Agregativ E. coli (EAEC) ‘dir (Nataro ve Kaper 1998).

Koloni olusumundan sonra ishale yol acan E. coli suslarinin patojenik stratejileri
bircok farlilk gostermektedir. Ishale yol acan E. coli igin iic genel paradigma

tanimlanmaktadir ;

1. Enterotoksin liretimi ( ETEC ve EAEC )
2. Invazyon ( EIEC)
3. Membran uyarimiyla 6zel baglanma ( EPEC ve EHEC )

Bununla beraber, mikroorganizmanin intestinal mukoza ile etkilesimi her kategori

icin 0zel olarak tanimlanmaktadir (Nataro ve Kaper 1998).

E. coli genomunun ¢ok yonliiliigii bashca iki genetik bicimde agiklanir: Viriilens
iligkili plasmidler ve kromozomal patojenite adalari. Giiniimiizde tanimlanmis olan alt1 E.
coli tipinin hepsi en az bir plasmid iizerinde bir viriilens 6zelligi tasimaktadirlar. EIEC,
EHEC, EAEC ve EPEC suslarinin her biri multiple viriilens faktorleri iceren plasmid
aileleridir. McDaniel ve Kaper’ in (1997) yaptig1 calisma EPEC ve EHEC’ in kromozomal

viriilens genlerinin patojenite adasi seklinde organize kiimeleri kapsadigmi gostermistir.

ETEC, diisiik atesli ya da atessiz sulu ishal ile karakterize edilen ishal halinin
nedensel ajanlarindan biridir. ETEC enfeksiyonlar1 genellikle gelismemis iilkelerde
goriilmesine karsin, ara swa da olsa, taze peynirlerin, ¢ig sebzelerin ve az pismis
yemeklerin tiiketildigi bolgelerde su kaynakli salgmlarla gozlenmektedir. ETEC’in
patojenitesi herhangi bir enterotoksinin iiretimi ile olusabilir. ETEC “kolera toksinine”
(CT) boyut (86 kDa), dizilis ve fonksiyonel olarak cok benzer “isiya dayaniksiz
enterotoksin” (LT) tiretebilmektedir. ETEC ayn1 zamanda kaynama sicakligina 30 dakika
dayanabilen, cok kiicilk molekiiler yapida (4 kDa), ‘“isiya dayanikli toksin” (ST)



tiretebilmektedir. ST nin bir ¢cok ¢esiti vardir; E. coli de bulunan STla ya da STp insan
ve hayvanlarda ¢ok nadir goriilse de, ST1b ve STh sadece insanda goriilmektedir.
ETEC’in etkisiz dozu eriskinlerde 10® hiicre olarak tahmin edilse de bu doz yash, cocuk ve
hastalarda daha diisiik kabul edilmelidir. ETEC’in yiiksek enfeksiyon dozuna sahip
olmasindan dolay1 genellikle yiyecek maddelerinde yiiksek miktarlarda E. coli bulunmadan
analizi yapilmaktadir. Eger ETEC tespit edilmisse, etkilenmis yiyecegin potansiyel
tehlikesinin belli olmasi i¢in numerik olarak ifade edilmelidir. Uremis olan LT miktari
serolojik olarak ticari pasif lateks agglutinasyon testi ve ELISA testi ile miimkiindiir
(Nataro ve Kaper 1998). Uremis olan ST miktar1 ise yine ELISA ve infant fare testi ile
belirlenebilir (Thompson ve ark 1984). ST ve LT genlerinin her ikisi de dizilim olarak ve
gen arastirma testleri ile belirlenebilmektedir (Tsen ve ark 1996, Weagant ve ark 2000).
Gen prob/koloni hibridizasyonu kullanilarak ekilmis kolonilerin analizi yiyecek

maddelerindeki ETEC miktarina sayisal bir yaklagim getirmektedir.

EIEC Shigella ‘y1 yakindan andirir ve insanlarda dizanteri formunda ishale yol agar
(Dupont ve ark 1971). Shigella’da oldugu gibi EIEC’nin hayvanlarda goriildiigiine dair bir
kayit bulunmamaktadir ve bundan dolayr EIEC i¢in birincil kaynak enfekte insan
viicududur. Shigella’da 10 ile birkag¢ yiiz hiicrenin hastaliga yol agmasima ragmen, goniillii
hastalarda yapilan c¢alismalar en azindan 10° organizmanmn saglikli bir yetiskini hasta
edebildigini gostermistir. Tipik bir E. coli’den farkli olarak EIEC non-motildir, lizini
dekarboksile etmez ve laktozu fermente etmez, yani anaerobiktirler. EIEC nin patojenitesi
kolonik dokuyu istila etme ve yok etme yetenegine dogrudan baghdir. HeLa veya Hep-2
doku kiiltiir hiicreleri, PZR veya invaziv gen problar1 kullanilarak yiiksek molekiiler
agirlikli plasmid ile kodlanmis invazyon fenotipi bulunabilmektedir (Dupont ve ark 1971,

Mehlman ve ark 1982) .

Gelismekte olan iilkelerde ¢ocuk ishallerinin ana nedenlerinden biri olan EPEC
asir1 sulu daireye neden olmaktadir. EPEC salginlar1 kontamine su ve et iriinlerinin
tiketimi ile sekillenir. Goniilli saglikli yetiskinlerle yapilan calismalarda EPEC
bakterisinin enfeksiyon olusturabilecek miktar1 10° olarak belirlenmistir. EPEC susunun
patogenezi baglanma-yikimlanma lezyonlarina neden olan intimin proteinini (eae geni ile

kodlanan protein) kapsamaktadir (Hicks ve ark 1998). Ayn1 zamanda EPEC, bakterinin



intestinal hiicrelere lokalize olmasini saglayan ve EPEC yapigsma faktorii (EAF) diye de
anilan plasmid kodlayan proteini icermektedir (Tobe ve ark 1999). EAF iiretimi Hep-2

hiicre testi ve eae geni varlig1 ise PZR analiz testiyle belirlenebilir (Nataro ve Kaper 1998).

Diffuz-Adherent E. coli (DAEC) terimi ile HEp-2 hiicrelerine yapisan ancak EPEC
benzeri mikrokoloniler olusturmayan E. coli suslart belirtilmisti. EAEC virotipinin
bulunmasiyla DAEC diarejenik E. coli tiirlerinin bagimsiz bir iiyesi olarak tanimlanmustir.
Cravioto ve arkadaslarimin (1979) yaptiklar1 HEp-2 yapisma testiyle EAEC ve DAEC
ayrimi gerceklestirilmistir. DAEC serotipleri 6zellikle yeni doganlarda ve 5 yasina kadar
cocuklarda diareye neden olmaktadirlar (Lewine ve ark 1992), ancak hastaligin patogenezi
hakkinda yeterince bilgi yoktur. Bilge ve arkadaslar1 yaptiklar iki caligma (1989, 1993) ile
susun klonlanma ve ylizeysel fimbria karakterizasyonu hakkinda edindikleri bilgiye gore
F1845 adi verilen kromozomal veya plasmid kokenli bir genin patojeniteden sorumlu

oldugunu bulmuslardir.

EHEC, o6liimciil hemolitik iiremik sendromuna (HUS) kadar ilerleyebilecek
hemorajik kolitis (HC) ya da kanli ishalin primer nedeni olarak bilinmektedir. EHEC’ in
farkli bir patojenik E. coli smif1 olarak klasifiye edilmesi iki epidemiyolojik gdzleme
dayanmaktadir. Bunlardan birincisi olan Riley ve arkadaslarmin (1983) caligmasinda
siddetli abdominal agri, sulu diareyi takip eden asir1 kanli diare ve hafif atesle karakterize
edilen iki farkli gastrointestinal hastalik belirlenmistir. Bu hastalik az pismis
hamburgerlerin tiiketilmesi ile baglantili olan hemorajik kolitis olarak tanimlanmigtir.
Hastalardan alinan diski 6rneklerinden hazirlanan kiiltiirlerde daha onceleri nadiren izole
edilen E. coli O157:H7 susu elde edilmistir. Ikinci gozlem yine aym yilda Karmali ve
arkadaslar1 (1983) tarafindan yapilmig ve sporadik hemolitik tiremik sendromu (HUS)
vakalarinin fekal sitotoksinler ile sitotoksin sentezleyen E. coli suslariyla iliskili oldugu
tanimlanmistir. Akut renal yetmezlik, trombositopeni ve mikroanjiyopatik hemolitik anemi
sendromlariyla karakterize olan HUS tipik kanl ishalle seyreden bir hastalik olan HC ’den
ayirt edilemez. Her ne kadar iki klinik mikrobiyolojik gézlemden birisi az miktarda E. coli
serotipine ve digeri spesifik sitotoksin tiretimine bagl goziikse de makalelerin yazilmasina
yeterli olmus ve intestinal ve renal hastaliklara neden olan enterik patojenlerin gittikce

daha 6nemli olan bir sinifin1 ortaya ¢ikarmustir.



E. coli O157:H7 serotipinin patojenitesi esas olarak sentezledigi toksinlerden
kaynaklanir. Bu toksin Shigella dysenteriae tip 1 tarafindan olusturulan toksine % 99
oraninda benzedigi i¢cin baglarda shiga benzeri toksin (SLT) olarak adlandirilirken,
giinlimiizde kullanilan terminolojide shiga toksin (Stx) olarak anilmaktadir. Toksinin iki
tipi vardir ve bunlar Stxl ve Stx2 adlariyla anilirlar. Stx1 ve Stx2 arasinda % 55-60
oraninda homoloji vardir. Her iki toksin de HeLa ve Vero doku Kkiiltiirii hiicrelerinde
sitotoksik etki gostermektedirler ve bu yiizden verotoksin 1 ve 2 olarak

isimlendirilmislerdir (Kim ve ark 2005).

EHEC suslar1 verotoksin veya shigatoksin (Stx) iiretmesine gore tiplendirilir. Stx1
ve Stx2’ nin insan hastaliklarinda ¢ok sik goriilmemelerine ragmen Stx2’ nin ¢ok fazla
sayida varyant1 vardir. Stx sentezleyen E. coli’ nin (STEC) bir¢ok serotipi olmasina karsin
HC ile klinik olarak baglantili olanlar1 EHEC olarak belirtilmistir. Bunlardan E. coli
O157:H7 biitiin diinyada genellikle hastaliga neden olan prototipik EHEC susudur (CDC
1993, Garritiy ve ark 2005, Karmali 1989). Diger EHEC serotipleri i¢in belirli bir say1
olmamasma karsm E. coli O157:H7 icin infeksiyoz doz 10-100 hiicre olarak tahmin
edilmektedir. Ayrica E. coli O157:H7 serotipinin oldukca dayanikli oldugu, digkida 50
giin, toprakta 130 giin canli kaldig1 ve bu siire i¢cinde infektivitesini korudugu rapor
edilmektedir (Parma ve ark 2000). E. coli O157:H7 infeksiyonlar1 genellikle yiyecek-su
kaynakli olup cig et iiriinleri (CDC 1993, Garritiy ve ark 2005), ¢ig siit (Riley ve ark
1983), su (Swerdlow ve ark 1992), pastorize edilmemis elma suyu (CDC 1996) ve
sebzelerden kaynaklanir (Como-Sebetti ve ark 1997, Itoh ve ark 1998). Bu nedenle bu
patojeni yiyeceklerde belirlemek icin bu ozellikler kullanilir. Stx1 ve Stx2’ nin sentezi
piyasada kolaylikla bulunabilen ELISA, RPLA Kkitleri, Vero veya HelLa doku Kkiiltiirii
hiicreleri gibi sitotoksik testlerle belirlenebilir. Ayrica Stx1 ve Stx2 icin gelistirilmis gen
problari, PZR analiz testi ve diger biiylik EHEC belirleyicileri vardir (Feng ve Monday
2000, Hill ve ark 1993) .

E. coli O157:H7 serotipinin hastalik olusturmasinda etkili olan bir¢ok viriilens

faktorii vardir. Bunlarin basinda baglanma-yikimlama (attaching-effacing, A/E)



mekanizmasi, viriilens plasmidleri, patojenite adalari, sitotoksinler ve viriilens genleri

gelmektedir (Paton ve Paton 1998).

Enterik patojenlerde yapilan kromozomal incelemelerde ayr1 DNA segmentlerinin
fonksiyonel viriilens 6zellikleri kodladig1 bulunmus ve bunlara patojenite adalar1 (PAI) ad1
verilmistir. Daha ilging olarak bu genler c¢ogunlukla baska mikroorganizmalardan
kazanilmig olarak ortaya cikmaktadir. PAI bakteriye kompleks bir viriilens ozellik
kazandirmakta ve genetik transfer ile rekombinasyonlar1 onlemektedir. PAI genellikle
hemolizin ve fimbria gibi hiicre yiizeyi proteinlerinden sorumlu genler icerir. E. coli
O157:H7 ‘de 35 kb olan enterosit yikim lokusu (LEE) olan bir PAI bulunmustur. LEE ‘nin
ortaya konulmasi ile E. coli O157:H7 ‘nin evrim teorileri yeni bir yon kazanmaig, bu evrime
en azindan belirli patojen E. coli klonlarinmn farkli asamalarda dahil oldugu seklinde
teoriler gelistirilmistir. Kommensal bakteri kromozomuna LEE ‘nin yerlesmesi EPEC
benzeri bir klon olugmasi i¢in temel bir asamadir. E. coli O157:H7’ nin EPEC benzeri bir
atadan once LEE ‘yi elde etmesi, sonra transdiiksiyon ile SLT 2 ‘yi almasi, sonra
hemolizini kodlayan EHEC plasmidini kazanmasi, daha sonra SLT 1 ‘i kazanmas1 ve en
son olarak sorbitol fermantasyonu ve B-glukuronidaz aktivitesini yitirmesi ile evrimini

tamamladigi kabul edilmektedir (Kim ve ark 2005, Park ve ark 1999).

E. coli O157:H7 suslar1 insan ve hayvanlarda cesitli infeksiyonlara neden olma
kapasiteleri, intestinal epitel hiicrelerine baglanma yetenekleri ve barsakta kolonize
olabilme yetenekleri gibi viriilens faktorlerine gore incelenirler. O157:H7 serotipinin
infeksiyoz dozu 1-100 CFU’ dur ve bu deger enterotoksijenik E. coli (ETEC) ve
enteropatojenik E. coli (EPEC) suslarina oranla ¢ok diistiktiir (Griffin ve ark 1994). Bu
kadar diisiik dozlarda infeksiyon olusturabilmeleri mide asiditesine karst direngli
olmalarindan kaynaklanmaktadir. E. coli O157:H7 serotipi diisiik pH’ I ortamda asit
tolerans yanit1 gelistirir ve hafif asidik yiyeceklerde bu sekilde hayatta kalma sansini

arttirir (Park ve ark 1999).

Midedeki zor sartlara ragmen O157:H7 serotipi intestinal hiicrelere baglanarak
barsakta kolonize olabilir. Etkenin barsakta kolonize olma yetenegi farkl hiicre kiiltiirleri

kullanilarak test edilmistir. E. coli O157:H7 serotipinin intestinal hiicrelere baglanmasinda



farkli mekanizmalar vardir. Sherman ve arkadaslar1 (1987) 5 adet O157:H7 serotipinin
HEp-2 (insan larinks epiteliyomu) ve Henle 407 (insan kolon karsinomu) hiicrelerinin her
ikisinde de farkli baglanma 6zellikleri gosterdiklerini belirlemislerdir. Bazi serotipler epitel
hiicrelerinin yiizeyinde diizgiin bir dagilim gostererek baglanirlar (diffuz aderens-DA).
Digerleri ise sikisik kiimeler ya da mikrokoloniler halinde epitelyal yilizeyde sinirh
yerlesim sekillendirirler (lokalize aderens-LA). Serotiplerden biri ise her iki hiicre

kiiltiiriine de baglanamamastir.

McKee ve O’Brien (1995) O157:H7 serotipinin HCT-8 (insan ileosekal hiicreleri)
hiicrelerine farkli bir tarzda baglandigini belirlemisler ve buna “kiitiik yigin1” admni
vermiglerdir. Kiitilk yigin1 tarzinda bakteriyel baglanma daha ¢ok hiicreler arasi kavsak
bolgelerinde yigilma seklinde olmaktadir ve bu durumun bazolateral yiizeyle etkilesim

sonucunda gerceklesme olasiligi vardir.

E. coli O157:H7 serotipinin sahip oldugu 60 mDa plasmidinin (pO157) barsak
epiteline baglanmayla olan iligkisi ilk olarak Karch ve arkadaslar1 (1987) tarafindan
aciklanmistir. Bu arastirmacilar pO157° nin varliginmn fimbria ile Henle 407 hiicrelerine
baglanmayla iliskili oldugunu belirlemislerdir. Yapilan c¢alismalarda bulunan uyumsuz
sonuglar iireme ve analiz kondisyonlarindaki farkhiliklara bagl olsa da asil ortaya c¢ikan
durum E. coli O157:H7 serotiplerinin arasinda bile bu biiyiik plasmidin heterojen yapida
oldugunun belirlenmesidir (Barrett ve ark 1992, Dorn ve Angrick 1991). pO157° nin
patogenezdeki etkisi hayvan modellerindeki caligmalarla ortaya c¢ikmistir. Tzipori ve
arkadaslar1 (Tzipori ve ark 1987) plasmidin varliginin yada yoklugunun gnotobiyotik
domuzlarda O157:H7 suslarinin kolona kolonizasyonunda veya A/E lezyonlarinin
olusumunda bir etkisinin olmadigint gostermislerdir. Wadolkowski ve arkadaslarmin
(1990) yaptig1 calismada E. coli O157:H7 933 serotipinin ve onun plasmid uygulanmis
tipi olan 933cu’ nun bireysel olarak streptomisin tedavisi goren farelerde barsaga kolonize
olabildiklerini, ancak ikisi birden kullanildiginda 933cu’ nun kolonize olamadigini tespit
etmislerdir. Bu arastirma sonuglarina ragmen E. coli O157:H7 suslarinda pO157° nin
kolon epitel hiicrelerinde kolonizasyona olan etkisini dogru olarak agiklamak i¢in daha pek

cok calismaya ihtiyag¢ vardir.



E. coli O157:H7" nin barsak enterositlerinde baglanma-yikimlama (A/E)
lezyonlarina neden oldugu bildirilmistir (Francis ve ark 1986, Sherman ve ark 1988). A/E
lezyonlar1 bakterinin hiicre yiizeyine baglanmasini ve enterositlerle mikrovilluslarda yikim
ve kayb1 anlatmaktadir. Bakterinin baglanmasinin sonucunda olusan sitoskeletal yigilmalar
saglam kaidelere doniisiir ve bu kaideler elektron mikroskopta gozlenmistir (Knutton ve
ark 1989). A/E lezyonlarmin sekillenmesini saglayan genlerin tiimii LEE patojenite
adasinda lokalize olmustur. LEE ayrica Tip III sekresyon sistemini kodlayan bir gen
salkimi (sepA’ dan sepl’ ya kadar) icerir. Bu mekanizma LEE tarafindan kodlanan EspA,
EspB ve EspD gibi diger proteinlerin salinmasindan sorumludur. LEE patojenite adasinda
bunlarin disinda intimin denilen enterosite baglanmada gorevli diy membran proteinini
(OMP) kodlayan eaeA geni de bulunur (Donnenberg 1997, Sherman ve ark 1988). Kenny
ve arkadaslart (1997) intimin reseptoriinin de (Tir) LEE tarafindan kodlandigini
bulmuslardir . Intiminden farkli 8 kDa’ luk baska bir OMP tipinin daha baglanmayla
iliskili oldugu bulunmustur (Dytoc ve ark 1993).

Sueyoshi ve Nakazawa (1994) sigir, insan, domuz ve tavuk diskilarindan elde
edilen 6 farkli A/E E. coli serotipini 1 giinliik civcivlere mide ici yolla inokule edilmistir.
Sekal igerik iizerinde yapilan inceleme sonucunda 7 civcivin 2 tanesinde (%28.6) ATCC
43889 (O157:H7) bulunmustur. Bu susun etkiledigi civcivlerde yapilan patolojik
muayenede bulunan multifokal enterosit dejenerasyonu ve nekroz ise A/E tipi
enfeksiyonun varligim belgelemektedir. Best ve arkadaslarimin (2004) yaptigi ¢alismanin
aksine bu aragtirmada tavuk enterositleri memeli enterositleri ile ayn1 tarzda davranarak E.
coli O157:H7 ‘nin baglanmasina ve “kiitiik yigim1” olusumunun sekillenmesine izin
vermektedirler. Bu durum A/E E. coli serotiplerinin tetikledigi A/E lezyonlarindan
sorumlu olan hiicresel mekanizmalarin sicak kanli omurgalilar arasinda ortak olarak

korundugunu gostermektedir.

Civcivlerden A/E E. coli serotiplerinden O15:H10’ un ¢ok yiiksek oranlarda (%75)
izole edilmesine ragmen sekal lezyon olusturmada cok yetersiz oldugu goriilmiistiir. Bunun

nedeni O15:H10’ un O157:H7 kadar patojen olmamasidir (Sueyoshi ve Nakazawa 1994).



Beutin ve arkadaslar1 (1989) yaptiklar1 caligmada test ettikleri E. coli O157:H7
suslarinmn % 89’ unda alfa hemolizinden farkli bir enterohemolizin tipi bulmuslardir. Bu
enterohemolizini (EHEC-Hly) iireten suslar bir gecelik inkubasyon sonrasinda standart
kanli agarda hemoliz olusturmazken, yikanmis koyun eritrositli agarda kiiciik, bulanik
hemoliz alanlar1 sekillendirmislerdir. Kromozomal olarak kodlanan alfa hemolizinden
farkli olarak EHEC-HIy’ nin O157:H7 susu EDL933’ e ait 60 mDa’ luk viriilens plasmidi
olan pO157 tarafindan kodlandig1r bulunmustur (Schmidt ve ark 1994). EHEC-Hly’ nin
etkenin patogenezindeki etkisi tam olarak ag¢iklanamamakla beraber enterohemolizin
aktivitesi sonucu agiga ¢ikan hemoglobinin bakterinin barsakta iiremesinde kullanildigi
diisiiniilmektedir (Law ve Kelly 1995). Alfa hemolizin ve EHEC-HIy’ nin ikisi de koyun
ve insan eritrositleriyle sigir lenfoma hiicrelerini lize ederlerken, alfa hemolizinin aksine

EHEC-Hly insan lenfositlerinde hemoliz yapamamaktadir (Bauer ve Welch 1996).

E. coli O157:H7 'nin izolasyon ve identifikasyonu i¢in baslica iki yol izlenebilir.
Bunlardan birincisi rutin laboratuvar kosullarinda gerceklestirilebilen, ucuz olmasina
karsin biraz zaman ve emek harcanmasini gerektiren klasik yoldur (Boer 2000). E. coli
O157:H7 'nin belirlenmesi i¢in kullanilan klasik yontemlerin biiyiikk cogunlugu selektif
zenginlestirme ve kati besiyerine ekim agamalarini iceren var/yok testleri seklindedir. Bu
testler ile analiz edilen belirli bir miktar ornekte bu bakterinin varligr ya da yoklugu
arastiritlir. Buna gore materyalde E. coli O157:H7 'nin varliginin gosterilmesi sirasiyla
selektif bir s1v1 besiyerinde zenginlestirme, selektif ve ayirt edici bir kat1 besiyerine ekim,
stipheli kolonilerin biyokimyasal ve/veya lateks agglutinasyon testleri ile E. coli O157
olarak belirlenmesi ve en son olarak izolatin H7 antijeni igerip icermediginin

belirlenmesidir (Cutter 2000, Ozbas ve Aytag¢ 1995, Tunail 2000).

E. coli O157:H7 'nin izolasyonunda kullanilan kiiltiirel yontemlerin disinda daha az
zaman alan ve daha duyarli olan immunolojik belirleme yontemleri kullanilabilmektedir.
Bunlar ELISA, koloni immunoblot analizi, direkt immunofloresan filtre teknigi,
immunomagnetik seperasyon ve cesitli immun yakalama teknikleridir (Boer 2000). Bu
analiz yontemlerinde O ve H antijenleri icin spesifik olan poliklonal ve monoklonal
antikorlarm her ikiside kullanilabilir. Ayrica serolojik analiz metotlarindan immunoassay,

radyo immunoassay (RIA), enzim immunoassay (EIA) ve immun peroksidaz testleri



kullanilmaktadir. Bu kadar duyarli olmalarina karsi, bazi olgularda da yine capraz
reaksiyonlar ve siipheli durumlar ortaya ¢ikmakta ve tam gecikmektedir (E. Merck 1998,
Boer 1999,Feng ve ark 1991). Son zamanlarda toksin olusturan cesitli E. coli suslarmin
belirlenmesinde multipleks PZR teknigi kullanilmaktadir. Bu yontem ile bifteklerde E. coli
O157:H7 ve toksinlerinin arastirildig: bir calismada PZR '1 inhibe eden gida pargaciklar: 2
asamali basit bir filtrasyon ile giderilmistir (Venkateswaran ve ark 1997). Benzer sekilde
yiriitilen bir arastirmada da multipleks PZR teknigi kullanilarak basarili sonuclar

alimmigstir (Paton ve Paton 1999).

E. coli O157:H7 izolasyonunda numune alimindan sonra yapilacak ilk islem
selektif bir s1v1 besiyerinde zenginlestirmedir. Bu amacla kullanilabilecek sivi besiyerlerine
E. coli besiyeri (EC) (Bettelheim ve ark 2002, Hornitzky ve ark 2005), modifiye E. coli
besiyeri (Noveir ve Halkman 2000, Pao ve ark 2005) (mEC), triptik soya besiyeri (Fach ve
ark 2003,Fischer ve ark 2001,Trochimchuk ve ark 2003) (TSB), modifiye triptik soya
besiyeri (Johnson ve ark 1998, Kleanthous ve ark 1988) (mTSB) ve lauril siilfat besiyeri
(Noveir ve Halkman 2000) (LST) 6rnek olarak verilebilir. mTSB ve mEC besiyerleri E.
coli O157:H7 digindaki tiirlerin tiremesini inhibe etmek amaciyla novobiosin icermektedir

(Okrend ve ark 1990a).

Zenginlestirme s1v1 besiyerlerinin kullaniminda genel olarak 1:9 oraninda besiyeri
ile homojenize edilen 6rnek 37 °C 'da 24 saat inkiibasyona birakilmakta, bu siirenin
sonunda selektif bir kat1 besiyerine ekilmektedir (Doyle 1991, Park ve ark 1999). Ancak
mTSB besiyerinde 43 °C 'de ve 100 d/d ¢alkalama hiz1 ile yapilan inkiibasyon ile direkt
ekimden 10 misli daha fazla duyarlikta ve en iyi geri alma saglandig1 belirtilmektedir
(Szabo ve ark 1986). Buna karsi bir bagka arastirmada 42 °C 'de calkalama yapilmadan
inkiibasyonun refakat¢i florayr dnemli 6l¢iide baskilayacagi gosterilmistir (Blais ve ark
1997). Tavuk etinden alinan numunelerin %1.5” inden E. coli O157:H7 izole edildigi bir
calismada ise modifiye TSB besiyerine ekim yapilmis ve 37 °C ‘de 18-24 saat inkubasyon
uygulanmistir (Doyle ve Schoeni 1987). Gida ve su orneklerinden E. coli izolasyonunda
kullanilan 44-45.5°C* de inkubasyon yontemi E. coli O157:H7 i¢in bu sicaklikta

tireyemediginden kullanilamamaktadir (Raghuuber ve Matches 1990).



Noveir ve Halkman’ m gergeklestirdigi ¢calismada (2000), modifiye triptik soya
besiyeri, lauril siilfat besiyeri, modifiye EC besiyeri, sorbitol MacConkey agar ve
Fluorocult E. coli O157 agar besiyerleri E. coli O157:H7 serotipinin 3 sahit susunun, ¢ig et
riinlerinin tipik refakatci florasi olan E. coli tip 1 ve Citrobacter freundii 'nin ikiser
susuna kars1 geri alinmasinda denenmistir. Iki asamali denemeler modifiye EC besiyeri ve
lauril siilfat besiyerinin modifiye triptik soya besiyerine ve sorbitol MacConkey agarin
Fluorocult E. coli O157 agara gore daha iyi sonu¢ verdigini gostermistir. Selektif
besiyerlerinde gelisebilen refakat¢i flora sayis1 E. coli O157 serotipi sayisindan 100 misli
fazla ise E. coli O157:H7’ nin geri alinmasi zorlasmaktadir. Bir diger deyis ile, selektif
besiyerlerinde gelisebilen refakatci flora i¢inde E. coli O157:H7 oram en diisiik olarak %1
olmalidir. Bu oran, selektif besiyerleri ve/veya geleneksel izolasyon yontemlerinde verilen

minimum geri almabilme sayisindan muhtemelen daha 6nemlidir.

E. coli O157:H7 'nin belirlenmesinde dogrudan selektif onzenginlestirme yerine
once selektif olmayan bir ortamda canlandirma islemi yapilmasi ile hasar gormiis
hiicrelerin daha iyi bir sekilde belirlenebilecegi ve buna baglh olarak klasik yontemlerin
duyarhigmin 10 misli artirilabileceginin gosterildigi arastirmalar da bulunmaktadir

(Blackburn ve ark 2000, Hara-Kudo ve ark 2000).

E. coli O157:H7 serotipinin izolasyonunda giiniimiizde sorbitol MacConkey
(SMAC) (Bielaszewska ve ark 1998, Fujisawa ve ark 2000, Khan ve ark 2002, Kobayashi
ve ark 2002, Nielsen ve Scheutz 2002) agar, hemorajik kolitis (HC) (Szabo ve ark 1986)
agar, enterohemorajik E. coli (EHEC) (Itoh ve ark 1998) agar, CHROMagar O157 (Onoue
ve ark 1999), modifiye edilmis EMB (mEMB) (Clavero ve ark 1995, Conner ve Hall
1994) agar ve Fluorocult E. coli O157 (Sarimehmetoglu ve ark 1998) agar gibi pek ¢ok
farkl selektif kat1 besiyeri kullanilmaktadir.

Selektif kati besiyeri olarak bugiin en yaygin kullamilan SMAC agar ve bu
besiyerinin ¢esitli modifikasyonlaridir. Bu besiyerinin standart MacConkey agardan farki
bilesiminde laktoz yerine sorbitol bulunmasidir. E. coli O157:H7 serotipi sorbitol negatif
oldugu i¢in bu besiyerinde renksiz koloniler olusturmakta, buna karsin sorbitolii kullanan

bakterilerin olusturdugu asitlik bir pH indikatorii yardimi ile kolonilerin kirmizi



goriilmesine neden olmakta, boylece E. coli O157:H7 serotipi sorbitol pozitif bakterilerden
ayirt edilmektedir (Halkman ve ark 2001).

SMAC agar besiyeri sorbitol reaksiyonlarina dayali olarak yeterli diizeyde bir ayirt
edici Ozellik saglamakla beraber, olduk¢a zayif bir selektiviteye sahiptir ve dolayisi ile
hedef bakteri yaninda akraba pek cok bakterinin de gelismesine izin vermektedir. Bu
nedenle SMAC agar besiyeri cesitli selektif katkilar ile desteklenmekte ve bdylece
besiyerine refakat¢i floranin daha yiiksek diizeyde baskilanmasini saglayacak selektivite
kazandirilmaya ¢aligilmaktadir. Bu katkilar arasinda antiserum (Kleanthous ve ark 1988),
5-bromo-4-chloro-3-indoxyle-f-D-glucuronic acid cyclohexyl ammonium salt (Hitchins ve
ark 1998, Okrend ve ark 1990b) (BCIG), sefiksim ve telliirit (Akkus 1996, Bennett ve ark
1995, Boer 1999, Chapman ve ark 2000, Heuwelink ve ark 1997, Olsvic ve ark 1991),
ramnoz ve sefiksim (Chapman ve ark 1991) ve MUG (Abdul-Raouf ve ark 1993) cesitli
arastirmalarda denenmistir. Bunlar arasinda yeni bir sefalosporin olan sefiksim sorbitol
negatif olan Proteus spp. ‘nin inhibisyonu icin 6nemlidir. Telliirit ile desteklendiginde E.
coli O157:H7 disinda kalan ve basta yiikseltilmis inkiibasyon sicakligi olmak iizere diger
yontemler ile baskilanamayan diger E. coli ‘leri de 6nemli Ol¢iide etkilemektedir (Park ve
ark 1999, Weagant ve ark 1995). Sefiksim ve telliirit ilaveli sorbitol MacConkey (CT-
SMAC) agar E. coli O157:H7 iiremesine izin verip diger E. coli suslarinm iiremesini
kismen veya tamamen engeller (Kobayashi ve ark 2002, Zadik ve ark 1993). Sorbitolii
fermente edemeyen diger suslarm aksine E. coli O157:H7 ramnozu da fermente edemez.
Bu bilginin 151g1nda hazirlanan sefiksim-ramnoz ilaveli sorbitol MacConkey (CR-SMAC)
agar kullanildiginda olusan renksiz kolonilerin orani artar ve bunlar kesinlikle O157:H7

serotipine aittirler (Chapman ve ark 1991).

E. coli O157:H7 serotipi ile diger E. coli serotipleri arasinda sorbitol
fermentasyonunun negatif olmast digindaki ikinci 6nemli fark E. coli O157:H7 ‘nin j-
glukuronidaz (B-GUR) enzimine sahip olmamasidir. E. coli O157:H7 serotipi B-GUR
negatif oldugundan diger serotiplerin hidrolize edebildigi 4-metilyumbelliferone
glukuronid (MUG) ile reaksiyon verip 366 nm uzun dalgali UV 15181 altinda floresans
olusturamaz (Scott ve ark 2003, Thompson ve ark 1990). Bu fark temel alinarak Fluorocult

E. coli O157 agar ve Fluorocult HC agar gibi bazi kat1 besiyerleri gelistirilmistir (E. Merck



1998). MUG reaksiyonu i¢in ticari olarak gelistirilen bir bagka besiyeri de Rainbow Agar
O157 dir. Rainbow agar hem B-glukuronidaz hem de B-galaktozidaz i¢in spesifik olan
kromojenik substratlar icerir. Rainbow agarda tireyen koloniler siyahtan griye, kirmiziya,
mavi ve yesile kadar degisen renkler olustururlar. Bu sayede E. coli O157:H7, E. coli
026:H11, diger Stx-pozitif E. coli serotipleri ve Stx-negatif E. coli serotiplerinin ayrimi
yapilabilir (Szabo ve ark 1986).

MUG reaksiyonu i¢in gelistirilen bir baska metot da MUG medyumunun
kullanilmasidir (Feng ve Hartman 1982, Trepeta ve Edberg 1984). MUG medyumu SMAC
agar yada Mueller Hinton agara piiskiirtiilir ve kiiltiir yapildiktan sonra UV 15181 altinda

inceleme yapilir. Bu yontemin kullanilmas1 zamandan kazanmak i¢in oldukca elverislidir.

Sorbitol negatif ve MUG reaksiyonu vermeyen kolonilerin O157 olup olmadiginin
belirlenmesi icin lateks aglutinasyon testleri yapilmaktadir (Le Saux ve ark 1993, March ve
Ratnam 1989, Smith ve Scotland 1993). E. coli O157 suslarmin serolojik esaslarla
belirlenmesinde en yaygm olarak kullanilan lateks aglutinasyon kiti iki adet lateks
soliisyonu icermektedir. Bunlardan test soliisyonu, E. coli O157 antijenine Ozel tavsan
antikorlar1 ile kaplanmis lateks partikiillerinden olugsmakta iken, kontrol soliisyonu ise pre-
immun halde tavsan globulinleri icermektedir. O157 lateks belirtegleri ile elde edilen
pozitif sonugta 1-2 dk icinde lateks partikiilleri ve bakterinin olusturdugu aglutinasyon

kiimeleri goriiliir (Sowers ve ark 1996).

Sowers ve arkadaslarinin (1996) yaptig1 calismada iki markaya ait O157 lateks
aglutinasyon testleri denenmis ve her ikisinin de %100 duyarlilik ve %100 spesifite ile
caligtiklar1 goriilmiistiir. Ancak daha Once yapilan bazi ¢aligmalarda (Bettelheim ve ark
1993, Lior ve Borczyk 1987, Perry ve Bundle 1990) da O157 ile serolojik ve kimyasal
olarak baglantili antijenlerin ¢capraz reaksiyon verebileceginin belirtildigi gibi her iki lateks
testi de calisma grubunda bulunan bir Citrobacter freundii susu ve Salmonella O group N
(030) serotipinin dort susuyla da capraz reaksiyon vermistir. Yine baska bir arastirmada
(Rice ve ark 1992) Escherichia hermanii ‘nin bazi suslarinin E. coli O157:H7 ile ¢apraz
reaksiyon olusturdugu rapor edilmesine ragmen bahsedilen calismada reaksiyon

sekillenmemistir.



E. coli O157 antibadileri kullanilarak yapilan lateks testlerde Citrobacter freundii
(Bettelheim ve ark 1993), E. hermanii ve Yersinia enterocolitica O:9 (30) susunun ¢apraz

reaksiyon verdikleri belirtilmistir.

O157 lateks aglutinasyon testi ile E. coli O157 serotipine ait oldugu belirlenen
kolonilerin E. coli O157:H7 olup olmadiklarimi belirlemek icin ise H7 antiserum
medyumuyla tiip aglutinasyon testi yapilmaktadir. Bu test E. coli O157:H7 ‘nin sahip
oldugu H7 flagellar antijeninin D-sorbitolii 24 saat inkubasyon sonunda fermente edebilme
yetenegine dayanilarak gelistirilmistir. Icerdigi H7 antiserumu antijeni immobilize ederek
ortamdaki D-sorbitoliin fermentasyonuna engel olur. Ancak diger serotipleri H7 “ den
farkl bir flagella antijenine sahip olduklari i¢in sorbitolii fermente edebilirler (Faith ve ark
1996). Test sonucunda fermentasyon pozitif tiiplerde seffaf olan renk koyu pembe-kirmizi
aras1 bir hale gelir ve siklikla gaz baloncuklarmin olustugu gozlenir. H7 antijenine sahip

kolonilerin ekildigi tiiplerde ise bir degisiklik gozlenmez.

H7 antijenini belirlenmesi icin antiserum medyumuyla tiip aglutinasyon testinin
yam sira son yillarda O157 lateks aglutinasyon testine benzer bir test olan H7 lateks testi
gelistirilmistir (Abdul-Raouf ve ark 1993, Pao ve ark 2005). Ancak bu testle almabilecek
yanlis sonuglarin 6niine gecebilmek icin siipheli kolonilerin 6nce O157 antijenine sahip
olduklar1 lateks aglutinasyon testiyle belirlenmeli daha sonra H7 lateks testi

uygulanmalidir (Sowers ve ark 1996).

E. coli O157:H7 izolasyonunda klasik yontemlerin kullanilmasinda karsilasilan en
biiyiik sorun refakatci floradir. E. coli 'lerin cogu sorbitolii fermente edebilir iken %6 kadar
E. coli sorbitol negatiftir. Bu atipik suslar da gidalarda bulunabilmektedir. Hitchins ve
arkadaslar1 (1998) SMAC agarda iireme sirasinda koliformlarla yiiksek oranda
kontaminasyonun E. coli O157:H7 iiremesini maskeleyerek izolasyonda gii¢liiklere neden
olduklari rapor etmislerdir. Bu yarigmali mikroflora elemanlarinin basinda E. coli tip 1
gelmektedir (Noveir ve Halkman 2000). Bu nedenle her sorbitol negatif E. coli susu
O157:H7 serotipi olarak degerlendirilmemeli, basit olarak MUG testi ile izolatin E. coli tip
1 olup olmadigi kontrol edilmelidir. E. coli O157:H7 serotipi E. coli tip 1 'den [-

glukuronidaz enzimi icermemesi ile ayrilir (Halkman ve ark 1998, Hitchins ve ark 1998).



Ayrica standart EC besiyerinden farkli olarak E. coli tip 1 tiremesini baskilamak amaciyla
novobiosin ilave edilip safra tuzlar1 oran1 azaltilarak hazirlanmis olan mEC besiyeri de bu

etkenin fazla oldugu durumlarda E. coli O157:H7 izolasyonunda kullanilabilir.

E. hermanii biyokimyasal ve serolojik olarak E. coli O157 serotipine cok
benzemektedir ve sorbitol iceren medyumlarda ayni sonucu vermektedir. Ancak sellobiyoz
fermentasyonu (E. coli negatif, E. hermanii pozitif) ve potasyum siyanid varhiginda
biiylime (E. coli gelisemez, E. hermanii gelisebilir) testleri kullanilarak ayrimlari
yapilabilir. Ayrica E. hermanii’ nin stx pozitif susu bulunmamaktadir (Hitchins ve ark
1998). Fekal orneklerde bulunabilecegi gibi daha ¢ok ¢ig siit ve dana eti gibi gidalardan
izole edilen E. hermannii sorbitol negatif olup E. coli O157 antiserumu ile aglutine
olabilmekte ve bdylece E. coli O157 ile karistirilabilmektedir. Buna gore ozellikle
gidalarda bulunan E. hermannii 'nin izolasyonu i¢in kullanilan SMAC besiyerlerinin yani
sira sellobiyoz-MacConkey agar bazi arastirmacilar tarafindan kullanilmaktadir. Boylece
E. hermannii sellobiyoz fermentasyonu ile E. coli O157 'den ayirt edilebilmektedir (March

ve Ratnam 1986).

Yine refakat¢i bir bakteri olan Hafnia alvei de sorbitol negatif bir bakteri
oldugundan sorbitol iceren medyumlarda E. coli O157:H7 ile benzer goriintiide iirer
(Willshaw ve ark 1993). H. alvei nin E. coli O157:H7 belirlenmesindeki maskeleme
seklindeki olumsuzlugu yaninda sivi besiyerinde dogrudan bu bakterinin gelismesini
engellemek ve dolayisi ile belirlenmesini tiimden olanaksiz kilmak gibi olumsuzluklar: da
vardir. Yapilan bir arastirmada brain-heart infiizyon besiyerinde H. alvei 'nin E. coli
O157:H7 'min gelismesini kayda deger Olciide engelledigi gosterilmistir (Duffy ve ark
1999).

Son 20 yilda E. coli O157:H7 populasyonunda antibiyotiklere karsi direncte artig
goriilmiistiir (Galland ve ark 2001, Kim ve ark 1994, Schroeder ve ark 2002). Etkenin
hangi canlilarda hangi antibiyotiklere karsi diren¢ gelistirigi konusunda bir¢cok caliyma
yapilmistir. Wilkerson ve arkadaslart 1997-2000 yillar1 arasinda ABD‘ de insan ve
sigirlardan elde edilen E. coli O157:H7 izolatlar1 iizerinde 12 ¢esit antibiyotige kars1 direng

gelisimini belirlemek amacli bir calisma yapmislardir (Wilkerson ve ark 2002). Caligma



sonucunda sigir izolatlarmin % 98 ‘inin, insan izolatlarinin ise % 52’ sinin tetrasikline
direncli olduklar1 belirlenmistir. Streptomisin direngliligi ise sigir izolatlarnda % 66 ve
insan izolatlarinda % 45 ile ikinci siradadir. Uciincii sirada sigirda % 9 ve insanda % 27 ile
ampisilin gelmektedir. Sigir izolatlarmin % 68 ‘i ve insan izolatlarinin ise % 52’ si birden

fazla antibiyotige 0zellikle de tetrasiklin ve ampisiline kars1 direnclidir.

Bu sonuclara benzer olarak Kim ve arkadaslar1 (1994) 1989-1991 yillar1 arasinda
elde edilen izolatlarin % 7.4’ uniin streptomisin, sulfioksazol ve tetrasikline direncli
olduklarim1 belirlemislerdir. Schroeder ve arkadaslar1 (2002) da benzer sonuglar alarak
1985-2002 yillar1 arasinda insanlardan izole edilen E. coli O157:H7 izolatlarinin % 5 ‘inin
ampisiline, sigir izolatlarinin ise % 11’ nin tetrasikline diren¢li olduklarmi bulmuslardir.
Buna karsin Galland ve arkadaslar1 (2001) sigirlardan elde edilen E. coli O157:H7
izolatlarinmn % 38.5 ‘inin tetrasikline ve % 7.7 ‘sinin de ampisiline direng gosterdiklerini

tespit etmislerdir.

Saha vakalarindan veya saglikli tavuklardan E. coli O157:H7 izolasyonu nadiren
gerceklesse de bu serotipin inokule edildigi tavuklarin sekumunda kolonize oldugu ve
diskiyla sagiliminin gerceklestigini rapor eden ¢alismalar bildirilmistir (Beery ve ark 1985,
Best ve ark 2003, Giilhan 2003, Stavric ve ark 1993).

Beery ve arkadaslarinin (1985) yaptiklar1 calismada ise 72 adet 1 giinliik civciv oral
yolla nalidiksik aside direngli E. coli O157:H7 bakterileriyle enfekte edilmistir.
Arastirmanin amaci bakterinin tavuk sekumuna kolonize olabilme ve enfeksiyon
sekillendirebilme yeteneginin varhigmin kanitlanmasidir. Inokulasyondan sonraki 90. giine
kadar civcivler incelenmistir. 10-14. giinlerde tiim civcivlerin sekum ve dalaklariin
etkilenmeye basladig1 goriilmiistiir. Sekumun 6zellikle proksimal kisminda olmak iizere 7.
giinden 28. giine kadar baglanma-yikimlanma (A/E lezyonlar1) ve penetrasyon
sekillenirken gaz birikmesi, 6dem ve miikoz membranda hasarla beraber sekal tonsillerde
biiylime goriilmiis, dalakta da 21-28. giinlerde biiyiime belirlenmistir. E. coli O157:H7’ nin
tavuk sekumunun Ozellikle proksimal kisminda kolonize olabilmesi bu dokunun
baglanmanin gelisebilmesi i¢in spesifik reseptorlere sahip oldugunu gostermektedir.

Yapilan bakteriyel sayimlarda kolonda siirekli olarak E. coli O157:H7 serotipinin



varligmin belirlenmesine ragmen histolojik muayenede kolon dokusuna baglanma
belirlenememistir. Bu sonuglar gostermistir ki; E. coli O157:H7 kolonda kolonize
olamamakta ancak sekumda {iireyen bakteri lumen igerigiyle beraber bu bolgeye
ulagsmaktadir. Sekumun proksimal kismindaki yiizey epitelinde meydana gelen yikimlanma
ise bakterinin sentezledigi shiga toksinden kaynaklanmaktadir. Epitelde olusan
degisiklikler epitel hiicre sitoplazmalarinda vakuolizasyon sonucu Oliim ve lizis ile

karakterizedir.

Stavric ve arkadaslar1 (1993) yaptiklar1 ¢aligmanin amaci broiler ve yumurtaci
piliclerinin E. coli O157:H7 932 susunun kolonizasyonuna karsi hassasiyetlerini
belirlemek ve kolonizasyonun biiyiikliigiiniin inokulasyon dozu ile inokulasyon yapildig:
zamandaki civcivin yasiyla olan iliskisini ortaya ¢ikarmaktir. 1 giinliik yastaki broiler ve
yumurtact civcivlerine 10°, 107 ve 10° cfu (koloni sekillendirme birimi) E. coli O157:H7
inokulasyonu yapilmis ve inokulasyondan 3 yada 8 giin sonra civcivler Oldiiriilerek
histolojik olarak incelenmislerdir. Calisma sonucunda broiler civcivlerinin yumurtacilara
oranla E. coli O157:H7 e kars1 daha duyarli olduklar1 ve civcivin yagsi arttikga hassasiyetin
azaldigin1 belirlemislerdir. Civcivlerin sekumlarinin gaz olusumu nedeniyle sistikleri ve

A/E lezyonlarinin sekillendigi belirlenmistir.

Schoeni ve Doyle’ un (1994) sonu¢landirdiklar: caligmada 1 giinliik beyaz Leghorn
cinsi yumurtaci tavuklar 2.6x10' ila 2.6x10° adet E. coli O157:H7 ile oral yolla enfekte
edilmislerdir. Tim civcivlerde sekal kolonizasyon ve diski ile etkenin atilimi
gerceklesmistir. 2.6x10' adet E. coli O157:H7 ile enfekte edilen iki civcivden
inokulasyonun 3 ay sonrasinda alman her 1 gram sekal dokuda 10° ile 10" bakteri
bulunmustur. 10° E. coli O157:H7 inokule edilen civcivlerde ise 10 ila 11. aylara kadar
persiste enfekiyon sekillendigi goriilmustiir. Bakterinin sekum epiteline yapigsma ve penetre
olma yeteneginin yiiksek olmasi uzun siireli digkiyla atilmasini saglamaktadir. Ayrica E.
coli O157:H7’ nin sekuma kolonize olma ve digkiyla sacilma oraninin tavuklarda horozlara

oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Best ve arkadaslarmin yaptigi (2003) bir caligma gostermistir ki; stx negatif E. coli
O157:H7 NCTC12900 izolat1 tavuklarda kolonize olabilmekte ve enfeksiyondan sonraki



24 hafta boyunca persiste kalabilmektedir. Bu durum shiga toksinlerin E. coli O157:H7’
nin tavuklarda persiste kolonizasyonuna ve insan saglig1 agisindan tavuk etinin risk faktorii
olmasina ¢ok az veya hi¢ etkisinin olmadigim gostermektedir.

E. coli O157:H7’ nin tavuklarda persiste kolonizasyonunu anlamak amaciyla Best
ve ekibi (2004) SPF civcivlere intimin ve flagella yoniinden yetersiz E. coli O157:H7
NCTC12900 susunun mutantlarini inokule etmislerdir. Bu mutantlarin se¢ilmis olmasinin
sebebi intiminin memeli tiirlerinde E. coli O157:H7 kolonizasyonu i¢in primer faktor
olarak gosterilmesi ve flagellanin da kanathlar i¢in patojen E. coli tiirlerinin primer
viriilens faktorii olarak kabul edilmesidir (La Ragione ve ark 2000). Calisma bulgularina
gbre intimin yetersiz mutantin persiste kolonizasyonu normal tipten farklilik
gostermemekte ve hatta mutant tip E. coli O157:H7 (211 giin) digerine(127 giin) oranla
daha uzun siire persiste kalabilmektedir. Ayni1 sekilde aflagellar (99 giin) ve intimin-
aflagellar mutantlarda (113 giin) inokulasyondan sonra persiste kalabilmislerdir. Daha
onceki calismalarda E. coli O78:K80 ve Salmonella enterica Enteritidis serotipi gibi
onemli kanatl patojenleri i¢cin flagellanin SPF civcivlerde kolonizasyon ve persiste
enfeksiyonda rol oynadig1 belirlenmistir (Allen-Vercoe ve ark 1999, La Ragione ve ark
2000). Ancak bu durumun E. coli O157:H7 icin gecerli olmadig1 Best ve arkadaslari
tarafindan gosterilmistir.Gastrointestinal dokularin histolojik analizlerinde mutantlarin
intestinal epitel hiicrelerinde memelilerde etken kolonizasyonunun primer gostergeleri olan
gercek bir mikrokoloni formasyonu ve A/E lezyonlar1 olusturamadiklar1 belirlenmistir.
Tiim bu bilgilerin 15181nda E. coli O157:H7 ‘ nin tavuklarda enterosit yikim lokusu (locus
of enterocyte effacement-LEE) ile iliskili olmayan mekanizmalarla kolonize

olabildiklerini soylemek miimkiindiir.

Yapilan uzun zamanli kolonizasyon ¢alismasinda (Schoeni ve Doyle 1994) E. coli
O157:H7 nin maksimum fekal sagilimin 4. ayda oldugu belirlenmistir. Bu dénem
enfeksiyonun insanlarda da pik yaptig1 yaz aylarindan temmuza rastlamaktadir. Temmuz
aymdan sonra etkenin fekal sacilimi1 azalmakta ve bu oran sonbahar ve kis aylarinda iyice

diismektedir.

Ulkemizde kiymalarda ve bazi hayvansal kaynakl iiriinlerde E. coli O157:H7 'nin

varlig1 iizerine yapilan arastirmalar smirh kalmistir. Halkman ve ark. (1998) cesitli



gidalarda yaptiklar1 bir calismada, E. coli O157:H7 ’yi 255 adet cig kiyma, 50 adet
hamburger ve 101 adet sucuk O6rneginin 1'inde belirlemislerdir. Sarimehmetoglu ve ark.
(1998), 100’er adet hamburger ve Inegol koftesi iizerinde yaptiklar: bir calismada, inegol
koftelerinin % S5'inin ve hamburgerlerin % 2'sinin E. coli O157:H7 ile kontamine ve
izolatlarin ise tiimiiniin verotoksijenik 6zellikte olduklarmi bildirilmislerdir. Aslantas ve
Yildiz (2002) Kars bolgesinde hayvansal gidalarda yaptiklar1 bir ¢aligmada, 460 gida
orneginde ve 80 sigir karkasi yiizeyinde E. coli O157:H7 'yi belirleyememis, 100 kiyma
Oorneginin sadece birinde tespit etmislerdir. Cebiroglu ve Nazli (1999) arastirmalarinda,
enterohemorajik E. coli O157:H7y1 % 2,58 (4/155) oraninda ve pozitif 4 6rnegin 3’iinii
dondurulmus ve 1°ini dondurulmamis hamburgerlerde bulmuslardir. Aksu ve ark. (1999)
hayvansal kokenli gidalarda yaptiklar1 arastirmada, Escherichia coli O157:H7’yi dana
kiymasinda % 6 (3/50) ve kuzu kiymasinda % 4 (1/25) oraninda belirlemislerdirAlisarl ve
Akman’ 1n (2004) yaptig1 calismada, Van’da perakende satilan hazir kiymalarda
Escherichia coli O157°nin varhgi arastirdmistir. E. coli O157 dana kiyma Orneklerinde

% 4,66 (7/150) oraninda, koyun kiymalarinda ise % 2 (3/150) oraninda belirlenmistir.

Tavuklardan izole edilen E. coli suslarinin genellikle E. coli O157:H7 disindaki O
serogruplarina dahil olduklar1 gériilmiistiir (Smith ve ark 1991). APEC suslar1 genellikle O
serogruplarmma dahil olan O1, 02, O35 ve O78 dir (Blanco ve ark 1998, Gross
1994).Ayrica bulunan suslarin shiga toksin sentezleyemedigi de belirlenmis ve bu yiizden
insanlar i¢in patojen olmayacaklar1 belirtilmistir (Kobayashi ve ark 2002). APEC
suslarmin enfeksiyon olusturmasinda etkili olan viriilens faktorleri tip 1 (F1A) ve P (F11)
fimbrialari, curli, aerobaktin demir-baglayici sistem, K1 kapsiiler antijeni, sicakliga duyarl
hemaglutinin (Tsh) ve serumun bakterisidal etkisine kars1 diren¢ olarak belirlenmistir (Dho

ve Fairbrother 1999).

Smith ve ekibinin (1991) Ingiltere’ de bulunan dondurulmus ve taze tavuk etleri ile
domuz sosisleri iizerinde shiga toksin sentezleyen E. coli susglarinin varlhigi arastirilmistir.
Sosis Orneklerinin % 25’ inde shiga toksin pozitif E. coli bulunmus ancak tavuk etlerinden
izolasyon yapilamamistir. Ayrica shiga toksin pozitif suslarin da E. coli O157:H7 disindaki

O serogruplarina dahil olduklar1 belirlenmistir.



Kobayashi ve arkadaglar1 (2002) marti, giivercin ve broiler piliclerinde shiga toksin
ve intimin sentezleyen E. coli suslarmin varligini arastirmiglardir. Alinan diski 6rnekleri
stx ve eae genlerinin varligini belirlemek iizere PZR yontemiyle analiz edilmislerdir. Tiim
ornekler yapilan PZR analizinde szx geni yoniinden negatif sonu¢ vermislerdir. Stx geninin
aksine eae geni 6zellikle martilarda (% 40) yiiksek oranda bulunmus, giivercin (% 7) ve
broiler piliglerinde (% 15) ise daha diisiikk oranlarda belirlenmistir. Broiler pili¢clerinden
alman Orneklerde O serogruplandirmasi yapilmis ve Orneklerin insanlar i¢in patojen
olmayan 039, 074, 082 ve 0140 serotipleri olduklar1 belirlenmistir. Bu calismada broiler
piliclerinin szx negatif ve O157 serotipi olmayan E. coli suslarma konaklik ettikleri ve
dolayisiyla insanlar acgisindan risk faktorii olarak kabul edilemeyecegi ortaya konmustur.
Ayrica eae geni pozitif olan piliclerin EHEC-hlyA genine sahip olmadiklar: i¢in zoonotik

olarak kabul edilemeyecekleri bildirilmistir.

Bu arastirmada insanlar icin 6nemli bir gida kaynakli patojen olan E. coli
O157:H7’nin Ege Bolgesi’ nde broiler piliclerinde varliginin ortaya cikarilmasi ve
identifiye edilen suslarin antibiyotik duyarhliklarmin belirlenmesi hedeflenmektedir. E.
coli O157:H7’nin tavuk sekumunda kiiciik bir populasyonla kolonize olup intestinal
sistemde cogalmasi ve digkiyla aylarca yiiksek oranlarda sacilmasi tavuklarin insanlar
acisindan olduk¢ca patojen olan bu bakteri yoniinden Onemli bir kaynak oldugunu
gostermektedir. Ancak bu konuda Ozellikle iilkemizde ¢ok fazla arastirma yapilmamis
olmasi etkenin varligini ve hastalik yapabilme olasiligini yadsimak anlamina gelmektedir.
Insan saglig1 acisindan bu kadar 6nemli bir bakterinin gittikce gelisen kanath endiistrisinin
son lriinlerinde tireyebilme olasilig1 dolayisiyla E. coli O157:H7’ nin broiler pili¢lerinde
kolonize olabildigi ve diskiyla sacilabildiginin tespit edilmesinin gerekliligi diisiiniilerek

bu arastirma yapilmustir.



2. GEREC VE YONTEMLER

2.1. Gereg

2.1.1. Ornekler
Aragtirma icin Izmir, Manisa, Aydin, Denizli ve Usak illerindeki broiler
kiimeslerinden alinan 500 adet kloakal svap transport svaplarinda incelenmek tizere Adnan

Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin Teshis

Laboratuvarina soguk zincir uygulanarak getirildi.

2.1.2. Besiyerleri

2.1.2.1. izolasyon besiyerleri



2.1.2.1.1. Modifiye Tryptic Soy Broth (Merck 1.09205)

Pepton (kazein) 17¢g
Pepton (soya unu) 3g
Sodyum klorid S5¢g
Safra tuzlar1 No. 3 15¢g
D(+)-glukoz 25¢g
Di-potasyumhidrojenfosfat 4¢g
Novobiocin 0.02 ¢
Distile su 1000 ml

Almnan kloakal svaplarin tasinmasinda ve bakterinin zenginlestirilmesinde
kullanild1 (Kobayashi ve ark 2002). mTSB besiyeri 33 g/lt konsantrasyonda 1 1t distile
suda eritilerek hazirlandi ve erlenlere 225 ml olacak sekilde dagitilip otoklavda 121 °C’de
15 dakika sterilize edildi (FDA 1995).

2.1.2.2. identifikasyon besiyerleri

2.1.2.2.1. Sorbitol MacConkey (SMAC) Agar (Difco 279100) ve CT SMAC
Agar Katkis1 (Merck 1.09202)

Pepton 20g
Sodyum klorid S5¢g
Safra tuzlar1 No. 3 15¢g
Sorbitol 10 g
Kristal violet 0.001 g

Notral red 003 ¢g



Agar-agar I5¢g
Distile su 1000 ml

Kloakal svaplardan E. coli O157:H7 serotipine ait olabilecek kolonilerin elde
edilmesi icin kullanildi. Sefiksim Telliirit iceren CT SMAC agar katkis1 ise agarm daha
selektif olmasmi saglamak amaciyla kullamildi (Kim ve ark 2005). E. coli O157:H7
serotipinin sorbitolii fermente edememesinden yaralanarak hazirlanan, laktoz yerine
sorbitol iceren sorbitol MacConkey agara (SMAC) besiyerinin daha selektif olmasimi
saglamak amaciyla sefiksim telliirit katkis1 eklendi. Boylece refakat¢i floranin yanlis
negatif sonuclar vermesi engellendi. Sorbitol MacConkey agardan (Difco 279100) 51,6 g/1
oraninda olmak {iizere 25,8 g agar 500 ml distile su i¢inde 1sitilarak eritildi ve otoklavda
121 °C’de 15 dakika sterilize edildi. CT SMAC Agar Katkis1 (Merck 1.09202) agara ilave
edilmeden Once bir sise katki lizerine 1 ml distile su eklenip karistirildi. Otoklav sonrasinda
45 °C’ ye sogutulan 500 ml agara CT katkisi eklenip karistirildi ve petri kaplarina 12,5
ml/petri olacak sekilde dokiildii (FDA 1995, Weagant ve ark 1995).

2.1.2.2.2. Fluorocult E. Coli O157:H7 Agar (Merck 1.04036)

Pepton (kazein) 20g
Et ekstrakti 2g
Maya ekstrakti lg
Sorbitol 10 g
Amonyum demir(III) sitrat 05¢g
4-methylumbelliferyl-b-D-

glucuronide Ole
Sodyum klorid 5S¢
Bromothymol blue 0.025 ¢

Sodium thiosulfate 2g



Sodium deoxycholate 112 g
Agar-agar 13 ¢

CT-SMAC negatif olan kolonilerin f-glukuronidaz aktivitesini belirlemede
kullanildi. Besiyeri 55 g/lt olacak sekilde gerekirse 1sitilarak distile su icinde eritildi ve
otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilerek petri kaplarina dokiildii (Szabo ve ark
1986).

2.1.2.2.3. Mueller Hinton Agar (Merck 1.05437)

Et ekstrakt1 2g
Kazein hidrolizat1 175¢g
Nisasta 15¢g
Agar-agar 13 g

Escherichia coli  O157:H7 olarak belirlenen numunelerin  antibiyotik
duyarhiliklarinin tespit edilmesinde kullanildi (Kim ve ark 2005). Dehidre besiyeri 34.0
g/1 olacak sekilde distile suda 1sitilarak eritildikten sonra otoklavda 115 °C’de 10 dakika

sterilize edilip, steril petri kutularma 12.5 ml dokiildii.

2.1.2.2.4. indol test ortamm

Pepton 4g
Sodyum klorid 2g
Distile su 100 ml

Karisimin pH’s1 7.4 — 7.6’ya ayarlandiktan sonra, tiiplere 3-5 ml dagitild1 ve 15
dakika otoklavda sterilize edildi (Koneman ve ark 1997).



2.1.3. Antiserum Test Kitleri

2.1.3.1. E. coli 0157 Lam Aglutinasyon Testi (DENKA SEIKEN- 295347)

E. coli O157 lam aglutinasyon testi O157 somatik antijenine karsi hazirlanmis

spesifik somatik (O) antikorlar1 (polivalan antiserum: domuz; monovalan antiserum:

tavsan) iceren ve koruyucu olarak 0.08 w/%v sodyum azid eklenmis siv1 iiriin kullanilan,

lam tlizerinde antijen ve antikor aglutinasyonuna dayanan bir testtir. Test iceriginde ayni

zamanda alternatif grup O antiserumu da bulunmaktadir.

1. Grup O Antiserum (Set 1)

2 ml x 51 sise (8 sise polivalan antiserum, 43 sise monivalan antiserum)

Polivalan

antiserum

Polivalan 1

Polivalan 2

Polivalan 3

Polivalan 4

Polivalan 5

Polivalan 6

Polivalan 7

Polivalan 8

01

044

018

06

020

08

0O28ac

029

026

055

0114

027

025

015

O112ac

0143

Monovalan antiserum

O86a

0125

0142

078

063

0115

0124

0152

Ol111

0126

0151

0148

0153

0169

0136

Ole64

o119

0146

0157

0159

0167

0144

O127a 0128

0166

0158

0168



2. Grup O Antiserum (alternatif)
Polivalan IT (alternatif)- icerdigi tipler: 026, O55,0111, O119, 0126
Polivalan Illalternatif)- icerdigi tipler: O86, O114, 0125, 0127, 0128

Polivalan IV (alternatif)- icerdigi tipler: O44, 0112, 0124, 0142

Test kiti iceriginde olmayan ve kullanilan materyaller ise sunlardir: kiiciik test
tiipleri, fizyolojik tuzlu su, pipetler, mikropipetler, florasan lamba, agar medyumu (nutrient
agar medyum, heart infuzyon (HI) agar medyum), otoklav (121°C) veya kaynayan su

banyosu, santrifuj, lam ve asetat kalemidir.

2.1.3.2. E. coli 0157 Lateks Aglutinasyon Testi (Oxoid DR-620M)

E. coli O157 lateks aglutinasyon testi O157 somatik antijenine spesifik
antibadilerin E. coli O157 siipheli kolonilerle temas ettiginde aglutinasyon sekillenmesi

esasina dayanan hizli bir testtir.

Test kitinin iceriginde test lateksi, kontrol lateksi, pozitif ve negatif kontrol

slispansiyonlari ile reaksiyon kartlar1 bulunmaktadir.

DR 621 M Test Lateksi : O157 somatik antijeni ile reaktive edilmis spesifik
tavsan antikorlariyla duyarlilagtirilmis mavi lateks

partikiilleri igerir.



DR 622 M Kontrol Lateksi : Preimmun tavsan globulinleri ile duyarl hale

getirilmis mavi lateks partikiilleri icerir.

DR 623 M Pozitif Kontrol Siispansiyonu : Inaktive edilmis E. coli 0157

hiicreleri iceren tampon soliisyondur.

DR 624 M Negatif Kontrol Siispansiyonu : E. coli O116 hiicreleri igceren

tampon soliisyondur.

DR 500G Reaksiyon Kartlar: : Kit i¢inde 35 adet tek kullanimlik kart

bulunmaktadir.

Test kitinin i¢inde bulunmayan ancak gerekli olan materyaller sunlardir: 6ze, %

0.85’ lik fizyolojik tuzlu su.

2.1.3.3. H7 Antiserum Tiip Aglutinasyon Testi (DENKA SEIKEN-295354)

H?7 tiip aglutinasyon testi H7 flagellar antijenine kars1 hazirlanmis spesifik flagella
(H) antikorlar1 (tavsan) ihtiva eden ve koruyucu olarak 0.08 w/%v sodyum azid eklenmis

siv1 iirlin igeren, tiip icinde antijen ve antikor aglutinasyonuna dayanan bir testtir.



5 ml x 22 sise (22 sise monivalan serum)

H antiserum
H2 H4 HS5 H6 H7
H12 H16 H18 H19 H20

H34 H40 H41 H42 H45

H9 HI10 HI11
H21 H27 H28
H51

Test kiti i¢eriginde bulunmayan ancak kullanilmasi gereken materyaller sunlardir:

Yar1 s1ivi medyum (% 0.3 yar1 sivi medyum (LIM): steril Craigy tiipiiniin i¢ine konuldugu

aerofilik kapakli bir test tiipiine yerlestirilir), stvi medyum (brain heart infuzyon (BHI) s1v1

medyumu, HI sivi medyumu: medyumun miktar1 en az 10 ml olmalidir), %1 formalin

iceren fizyolojik tuzlu su ve su banyosu (50 °C).

2.1.4. Ayrraglar

Indol ayirac1
P-Dimethylaminobenzaldehyde
Isoamyl alcohol

HCI (konsantre)

2.1.5. Boyalar

Gram boyama (Merck-111885) yapildi.

10g
150 ml

50 ml



2.1.6. Antibiyotik Diskleri

Antibiyogram testlerinde Oxoid firmasina ait asagida swralanan tani diskleri

kullanildz:

Ampisilin (AMP- 25 pg), Amoksisilin +Klavulonik asit (AMC- 30 pg), Sefotaksim
(CTX- 5 pg), Sefalatin (KF- 30 pg), Kloramfenikol (C- 30 pg), Eritromisin (E- 15 pg),
Gentamisin (CN- 10 pg), Kanamisin (K- 30 pg), Norfloksasin (NOR- 10 pg), Polimiksin B
(PB- 300 IU) ve Trimetoprim + Sulfametoksazol (SXT- 25 pg).

2.2. Yontem

2.2.1. Orneklerin alinmasi ve Kiiltiirii

Arastirma igin [zmir, Aydin, Manisa, Denizli ve Usak illerinde bulunan broiler
kiimeslerindeki pili¢lerden 500 adet kloakal svap alinmistir. Soguk zincir altinda Adnan
Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali Rutin Teshis
Laboratuar’na getirilen kloakal svaplar mTSB’ de zenginlestirilerek 42 °C’de 24 saat
calkalanarak inkube edildi (Halkman ve ark 2001). 24 saat sonunda iireme sekillenen
besiyerlerinden preparatlar hazirlanarak Gram boyama yapildi. Boyama sonucunda
belirlenen Gram negatif basillerin ait oldugu kolonilere indol testi uygulandi. Indol pozitif

sonug¢ veren koloniler E. coli siipheli olarak belirlendi.



2.2.2. izole edilen suslarin identifikasyonu

Izole edilen suslarin koloni morfolojileri, indol testi sonuglar1 ve identifikasyon

besiyerleri ile test sonuclar1 degerlendirilerek E. coli O157:H7 identifikasyonuna gidildi.

2.2.2.1. Cefixim Telliirit Katkih Sorbitol MacConkey Agarda Ureme

mTSB besiyerinde iireyen Gram negatif ve Indol pozitif E. coli siipheli
kolonilerden CT-SMAC agarlara 6ze ile ekim yapildiktan sonra petriler 37 °C’ de 24 saat
inkubasyona birakildi. Inkubasyon sonunda renksiz olan koloniler sorbitol negatif, pembe-
kirmiz1 koloniler ise sorbitol pozitif olarak degerlendirildi (E. Merck 1998, Doyle ve
Schoeni 1987).

2.2.2.2. Fluorocult E. Coli 0157:H7 Agarda Ureme

CT-SMAC agarda iireyip sorbitol negatif sonu¢ veren kolonilerden Fluorocult E.
coli O157:H7 agara 6ze ile ekim yapildiktan sonra petriler 37 °C’ de 24 saat inkubasyona
birakildi. Inkubasyon sonunda sorbitolii kullanamayan bakteriler renksiz, sorbitol pozitif
koloniler ise sar1 renkte koloniler olusturdular. Sorbitol negatif olan koloniler UV 1s1n1
(366 nm) altinda incelenerek 151ma vermeyen koloniler E. coli O157:H7 siipheli olarak

belirlendiler.



2.2.2.3. E. coli 0157 Lam Aglutinasyon Testi

E. coli O157:H7 siipheli olarak belirlenen kolonilere O157 antijeninin varligmnin
arastirilmasi amaciyla O157 lam aglutinasyon testi yapildi (Sakazaki 1992).

E. coli O157:H7 siipheli kolonilerden ii¢ 6ze dolusu alinarak 3 ml fizyolojik tuzlu
su icinde siispanse edildi. Siispansiyon 121 °C ‘de 15 dk ve 100 °C ‘de 1 saat bekletildikten
sonra 900 devirde 20 dk santrifiije edildi. Tiiplerdeki siipernatant uzaklastirilip ¢okelti 0.5

ml fizyolojik tuzlu su ile siispanse edilerek antijenik soliisyon olarak kullanildi.

Sonraki asamada her polivalan antiserumdan bir damla ve 30 ul fizyolojik tuzlu su
asetat kalemi ile boliimlere ayrilmis temiz lamlar tizerine damlatildi. Lam iizerindeki her
antiserum-fizyolojik tuzlu su karigiminin iizerine antijenik siispansiyondan 5-10 pl
damlatildi. Lamlar saga sola 1 dk boyunca egilerek siispansiyonlarin karigmasi
saglandiktan sonra O157 pozitif olan karisimlarda aglutinasyon deseni sekillendi.
Aglutinasyon florasan 15181 altinda lamlara bakildiginda cok net olarak go6zlendi.
Aglutinasyon ilk 1 dk sonunda sekillendigi i¢in aglutinasyon olusmayan veya hafif olusan
ornekler negatif olarak degerlendirilirken tam aglutinasyon sekillenenler pozitif olarak

degerlendirildi.

Polivalan serum ile pozitif sonu¢ veren Ornekler polivalan serumun icerdigi
monovalan serumlar belirlenerek yukaridaki islemler monovalan serum kullanilarak

tekrarlandi ve aglutinasyon pozitif O antiserumlar: belirlendi.



2.2.2.4. E. coli 0157 Lateks Aglutinasyon Testi

E. coli O157 lam aglutinasyon testi ile O157 antijenine sahip oldugu belirlenen
kolonileri desteklemek amaciyla E. coli O157 lateks aglutinasyon testi yapilmistir (March
ve Ratnam 1986).

Buzdolabinda 2-8 ‘C’ de bekletilen lateks belirtegleri oda sicakligina getirildi.
Lateks siispansiyonlar1 iyice calkalanmip karistirildi, bu esnada siispansiyonlarin
dokiilmemesine Ozellikle dikkat edildi. Reaksiyon kartinin iizerindeki dairelerden birine
dairenin i¢ kenarina yakim gelecek sekilde 1 damla test lateksi damlatildi. Dairenin baska
bir kenarmna da lateks siispansiyonu ile kesinlikle karismayacak sekilde 1 6ze dolusu

fizyolojik tuzlu su damlatild1.

Sonraki asamada test edilecek koloniden 1 6ze dolusu alinip fizyolojik tuzlu su
damlas1 ile dikkatlice piitiir kalmayincaya kadar karistirildi. Numune-fizyolojik tuzlu su
stispansiyonu test lateksi damlasi ile karisirilip dairenin icine 6ze kullanilarak yayildiktan
sonra 0ze alevden gecirilerek sterilize edildi. Reaksiyon karti 1 dk kadar dairesel
hareketlerle sallanarak aglutinasyonun sekillenmesi beklendi. Bu asamada kartin 1

dakikadan fazla sallanmamasina 6zellikle dikkat edildi.

Aglutinasyon deseni veren numunelerin O157 serotipine ait oldugu dogrulandi. Bir
dakika i¢inde aglutinasyon sekillenmeyen izolatlarin O157 negatif olarak degerlendirilmesi
gerekiyordu, ancak yaptigimiz O157 lam aglutinasyon testini dogrular sekilde lateks testte

kullanilan tiim izolatlar pozitif sonug verdi.



2.2.2.5. H7 Antiserum Tiip Aglutinasyon Testi

E. coli O157 olarak belirlenen kolonilerle E. coli O157:H7 varligmin incelenmesi

amactyla H7 antiserumuyla tiip aglutinasyon testi yapild1 (Sakazaki 1992).

Koloniler Brain Heart infuzyon sivi besiyerine inokulasyona hazirlanmalar:
amactyla Craigy’s tiipii icinde bulunan yar1 sivi medyumdan 3-5 defa gecirildi. Daha sonra
BHI s1vi medyumuyla hiicre kiiltiirii hazirlandi ve 37 °C’ de bir gece inkiibe edilip esit

miktarda %1 w/v formalin iceren fizyolojik tuzlu su ile karistirildi.

Test tiiplerine licer damla H antiserumlarindan damlattiktan sonra her bir tiipe 0.5
ml hiicre siispansiyonundan damlatildi. H antiserumu icermeyen bir tiip ise kontrol olarak
kullanildi. Tiiplerdeki antiserum ve hiicre siispansiyonlar: iyice karistirildiktan sonra 50
°C’ lik su banyosunda 1 saat bekletildi. 1 saat sonunda tiipler aglutinasyonun olusup
olusmadigini anlamak i¢in ¢iplak gozle izlendi. Aglutinant kolayca dagilabilecegi icin
gozlem yapilirken tiiplerin sarsilmamasina Ozellikle dikkat edildi. H7 antiserumuyla
aglutinasyon deseni sekillenen tiiplerdeki koloniler E. coli O157:H7 pozitif olarak
degerlendirildi.

2.2.3. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Antibiyotik duyarlilik testlerinde Miieller-Hinton Agar (Difco) kullanilarak Kirby-
Bauer Disk Diffiizyon yontemi uyguland: (Bauer ve ark 1966).



Hazirlanan Miieller-Hinton besiyeri 10 cm c¢apindaki petrilere 4 mm kalinliginda
olacak sekilde dokiildiikten sonra donmaya birakildi. E. coli O157:H7 suslarmin 0.5 Mc
Farland degerindeki buyyon Kkiiltiirlerinden plak besiyerinin yiizeyine her tarafa
yaydirilarak ekimleri yapildi. Ekim yiizeyinin kurumasi i¢in birkac¢ dakika beklenildikten
sonra diskler ucu alevden gecirilerek steril edilmis pensetle kenardan 1.5 cm, birbirlerinden

1.5 cm olacak sekilde yerlestirildi.

Antibiyogram testlerinde kullanilan antibiyotik diskleri Oxoid firmasina ait olup
diskler ve disk igerikleri sunlardir Ampisilin (AMP- 25 ng), Amoksisilin + Klavulonik asit
(AMC- 30 pg), Sefotaksim (CTX- 5 pg), Sefalatin (KF- 30 pg), Kloramfenikol (C- 30 pg),
Eritromisin (E- 15 pg), Gentamisin (CN- 10 pg), Kanamisin (K- 30 pg), Norfloksasin
(NOR- 10 pg), Polimiksin B (PB- 300 IU) ve Trimetoprim + Sulfametoksazol (SXT- 25

pg)’ dur.

Plaklar 15 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra, 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek,
disk cevresindeki inhibisyon zon sinirlar1 Olciilerek Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI 2007) standartlarina gére yorumlandi.



3. Bulgular

Bu arastirmada, 500 adet kloakal svap Orneginin 32 (% 6.40)’sinden Escherichia
coli O157:H7 serotipi identifiye edilmistir. Ayrica orneklerin 128 (% 25.60)’ inden diger
E. coli tirleri, 75 (% 15)° inden Klebsiella sp., 193 (% 38.60)° iinden Proteus sp., 38
(% 7.60)’ inden Pseudomonas sp. identifiye edilmis, 34 (% 6.80) iinde ise bakteriyel

tireme sekillenmemistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Broiler piliclerinden alinan kloakal svaplardan izole ve identifiye
edilen mikrooganizmalar.

Izole ve Identifiye Edilen

Mikroorganizmalar Izolat Sayis1 Yiizde orant (%)
E. coli sp. 128 25.60
E. coli O157:H7 32 6.40
Klebsiella sp. 75 15.00
Proteus sp. 193 38.60
Pseudomonas sp. 38 7.60
Bakteriyel Ureme Olmayan 34 6.80
TOPLAM 500 100.00

Arastirmada identifikasyon besiyerlerinde liremeden sonra yapilan O157 lateks
aglutinasyon ve lam aglutinasyon testleri sonucunda 32 (% 6.40) adet izolatin E. coli O157
serotipine ait olduklar1 goriilmiistiir. Bu izolatlar ile yapilan H7 antiserum tiip aglutinasyon
testi sonucunda ise O157 serotiplerinin tiimiiniin H7 flagellar antijenine sahip olduklar1

belirlenmis ve bu izolatlar E. coli O157:H7 serotipi olarak identifiye edilmislerdir.



Arastirmada kullanilan kloakal svap Ornekleri Manisa’ da bulunan broiler
kiimeslerinden 180 adet, {zmir’den 140, Aydin’ dan 108, Denizli’den 36 ve Usak’tan 36
adet olacak sekilde toplanmistir. Orneklerden izole edilen E. coli O157:H7 suslarinin illere
gore sayilar1 oranlandiginda en yiiksek ytizdenin 108/13 (% 12.04) ile Aydin ilinde oldugu
belirlenmistir. Bu orani 140/9 (% 6.43) ile Izmir, 36/2 (% 5.55) ile Usak, 180/7 (% 3.88)
ile Manisa ve 36/1 (% 2.77) orani ile Denizli takip etmektedir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Illere gore elde edilen E. coli O157:H7 serotipi miktarlar ve yiizdeleri.

Manisa 180 7 3.88
Izmir 140 9 6.43
Aydin 108 13 12.04
Denizli 36 1 2.77
Usak 36 2 5.55
TOPLAM 500 32

E. coli O157:H7 izolatlariyla yapilan antibiyogram testleri sonucunda izolatlarin
Polimiksin B* ye % 100.00, Cefotaxime % 75.00, Norfloksasine % 59.38 oranlarinda
duyarli; Kanamisine % 37.50 oraninda orta derecede duyarli; Ampisiline %100.00,
Cephalotine % 100.00, Kloramfenikole % 87.50, Sulfametoksazol-Trimetoprime %81.25,
Eritromisine %81.25 ve Amoksisilin-Klavulonik aside % 62.50 oranlarinda direngli

olduklar1 bulunmustur.

Arastirmada kullanilan antibakteriyellerin etki derecelerine gore inhibisyon zon
smirlart Cizelge 3.3’de ve antibiyotik duyarliliklarmin E. coli O157:H7 izolatlarina gore
dagilimi Cizelge 3.4’de gosterilmektedir.



Cizelge 3.3. Kullanilan antibiyotiklerin etkilerine gore inhibisyon zon smirlari
(CLSIL, 2007).

AMC: Amoksisilin-klavulonik asit, NOR: Norfloksasin, C: Kloramfenikol, CN: Gentamisin, K: Kanamisin,
AMP: Ampisilin, PB: Polimiksin B, E: Eritromisin, SXT: Sulfametaksazol-Trimetoprim, KF: Cephalotin,
CTX: Cefotaxim



Cizelge 3.4. Antibiyotik duyarhiliklarmin E. coli O157:H7 izolatlarina gore dagilimi.
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AMC: Amoksisilin-klavulonik asit, NOR: Norfloksasin, C: Kloramfenikol, CN: Gentamisin, K: Kanamisin,
AMP: Ampisilin, PB: Polimiksin B, E: Eritromisin, SXT: Sulfametaksazol-Trimetoprim, KF: Cephalotin,
CTX: Cefotaxim.




4. Tartisma

E. coli O157:H7 serotipi son yillarda insanlarda goriilen zoonoz ve gida kaynakli
enfeksiyon ve salginlarin en 6nemli nedenlerinden biridir. Etken diare, hemorajik kolitis
(HC) hemolitik iiremik sendroma (HUS) neden olur. Hastalik insanlarda karin agrisi, sulu
ya da kanli ishal gibi gastrointestinal semptomlar ve daha az siklikta da sistemik

komplikasyonlarla seyreder.

E. coli O157:H7 serotipi kopek, kus, koyun, geyik ve insanda goriilmekle beraber,
sigir temel kaynak olarak ele alinmaktadir. Bunun nedeni, insanlarda bu serotipin neden
oldugu kanitlanmis pek ¢ok vakada yeterince pisirilmemis sigir etlerinin (Burnens ve ark
1995, Clarke ve ark 1994, Faith ve ark 1996) ve daha az siklikta olmak iizere ¢ig siitlerin
hastaliktan sorumlu oldugunun kanitlanmasidir (Garrity ve ark 2005, Hancock ve ark 1994,
Samadpour ve ark 1994). Bununla beraber, hayvan digkisi ile bulasmis toprak ve suyun
dolayli olarak hastaligin tasinmasinda ve yayilmasinda ©Onemli bir rol oynadigi1 da
bilinmektedir. Etkenin klorla kolayca giderilebilmesine ragmen Kanada’ da sehir suyu
klorlama sistemindeki bir bozukluktan dolay1 icme suyu yoluyla baslayan biiyiik bir salgin

oldugu belirtilmistir (Johnson ve ark 1983, Le Saux ve ark 1993).

E. coli O157:H7 epidemiyolojisinin en 6nemli Ozellikleri sigir yada baska bir
hayvanin intestinal sisteminde bulunmasi; rezervuar hayvandan cok cesitli gidalara ve
ozellikle de sigir etine bulagsmasi; cok diisiik bir enfeksiyoz dozla bulasip konak insanda
yiiksek oranlara ulasmasi ve insandan insana bulasarak salginlara neden olmasidir. ABD ve

Avrupa iilkelerinde yiiksek oranda tiiketilen az pismis biftek ve hamburger kofteleri



hastaligin bulagmasinda en 6nemli kaynaktir. Ancak az gelismis iilkelerdeki vakalarin daha

cok yetersiz hijyen kosullarindan sekillendigi diisiiniilmektedir (Nataro ve Kaper 1998).

Diinya ¢apinda si8ir etine yonelimin yiiksek fiyatlar ve zoonoz hastaliklar yiiziinden
azaldig1 ve iiretimi endiistriyel bir sektor haline doniisen tavuk etinin diisiik fiyati ve sigira
oranla saglikli beyaz eti sayesinde tiiketiminin giin gectik¢e arttigr son yillarda kanatl
sektoriinden elde edilen son iiriiniin hijyen sartlar1 saglanarak tiiketiciye ulastirilmasi ¢cok
biiyiik bir 6nem kazanmustir. Bu ac¢idan bakildiginda E. coli O157:H7 serotipinin tavuk
etlerinde ve yumurtalarinda bulunup bulunmadigi eger var ise ne Olciide bulagma
oldugunun bilinmesi gerekmektedir. Ancak bu konuda Tiirkiye ve Diinya ‘da ¢ok fazla
arastrma yapilmamis, calismalar daha ¢ok sigir ve koyun gibi ruminantlar ile insan

tizerinde yogunlagmistir.

Tavuklar tizerine ¢ok fazla aragtirma yapilmamasina ragmen Doyle ve Schoeni’ nin
(1987) yaptig1 bir ¢calismada sigir, koyun, domuz ve tavuk etlerinden alinan 6rneklerden E.
coli O157:H7 izole edilmeye calisgilmistir. Caligma sonunda sigir orneklerinden % 3.7,
koyun % 2, domuz % 1.5 ve tavuk % 1.5 olmak lizere E. coli O157:H7 identifiye
edilmistir. Etken tavuk butu 6rneklerinde belirlenmis ve yine baska bir arastirmada pili¢
nugget numunelerinde de E. coli O157:H7 serotipine rastlanmistir (Martin ve ark 1986).
Abdul-Raouf ve arkadaslar1 (1993) tavuk eti 6rneklerinin % 4 ‘linden E. coli O157:H7

izole edebilmislerdir.

Fransa'da yapilan bir bagka arastirmada (Wadolkowski ve ark 1990) ise, tavuk,
sosis ve sigir kiymasindan olusan 250 6rnekte 4 tavuk, 1 sosis ve 1 kiyma Orneginde shiga
toksin olusturmayan E. coli O157 tespit edildigi bildirilmistir. Yine ayn ililkede yapilan
bagka bir arastirmada (Vernozy-Rozand ve ark 1997) tavuk eti 6rneklerinin %4’ iinden E.

coli O157 serotipinin shiga toksin olusturmayan suslar1 izole edilmistir.

Tavuk eti tiikketimi ile E. coli O157:H7 serotipinin insanlarda neden oldugu

salginlar arasinda dogrudan bir baglanti1 belirtilmemis olsa da gida kaynakli bir E. coli



O157:H7 salgminda tavuk etinin de kontaminasyon kaynaklari arasinda oldugu rapor

edilmistir (Carter ve ark 1987).

E. coli O157:H7 tavuk etinden veya digki Orneklerinden izole edilemedigi
caligmalar ne yazik ki ¢ogunluktadir (Blanco ve ark 1997, Chahed ve ark 2005, Chaman ve
ark 2000, Khan ve ark 2002). E. coli suslarinda belirlenen O157:H7 serotipi oranlari,
hayvan tiirlerine gore degerlendirildiginde caligma bulgularinin birbirinden farkli olmasi E.
coli suslarindaki serotipik yapinin bolgesel ve iilkesel olarak degisebilecegi (Sihvonen ve
Miettinen 1985, Wallace ve ark 1997) ve kullanilan metotlarin (Dell’Omo 1998, Masalmeh
ve ark 1990, Solmaz ve ark 2000) farkli olabilecegi goriisiinii desteklemektedir.

Chapman ve ekibinin (2000) yaptig1 bir arastirmada sigir, koyun, domuz ve
tavuklardan digki ornekleri alinmistir. Numuneler E. coli O157 yoniinden incelenmis ve
sigir orneklerinin % 15.7, koyunlarm % 2.2, domuzlarin % 0.4’iinde bakteri bulunmus

ancak tavuk digki 6rneklerinde belirlenememistir.

Japonya’ da Kijima-Tanaka ve arkadaslarinm (2005) yaptig1 caliymada saglikli
sigir, domuz ve tavuklardan toplanan diski Ornekleri E. coli O157:H7 yoniinden
incelenmislerdir. Ancak sonuclara gore hicbir tavuk diskisindan E. coli O157:H7 izole
edilememesine ragmen sigir Orneklerinin % 23, domuz Orneklerinin ise % 14’ iinde
izolasyon basariyla gerceklestirilmistir. Blanco ve arkadaglar1 (1997) tavuklardan izole
ettikleri 625 E. coli susunun O157 negatif olduklarin1 bulmugslardir. Chahed ve arkadaslari
(2005) 1999-2003 yillar1 arasinda biftek, dana eti, domuz, tavuk ve baliklar {izerinde
yaptiklar1 arastirmada tavuk eti ve deri Orneklerinin E. coli O157:H7 yOniinden negatif

olduklarim belirlemislerdir.

E. coli O157:H7 iizerinde tiim diinyada ve buna paralel olarak Tiirkiye 'de de bu
bakteri ile caligmalar basta iiniversiteler olmak iizere cesitli kurum ve kuruluslarda
sirdiiriilmektedir. Arastirmalarin  biiylikk bir cogunlugu bu bakterinin gidalarda
belirlenmesine ve inhibisyonuna yoneliktir (Halkman ve ark 2001). Ancak bilindigi
kadariyla Tiirkiye’ de tavuklardan E. coli O157:H7 serotipinin izole edildigi bir caliyma

bulunmamaktadir. Bununla beraber Giilhan’ 1n yaptig1 (2003) ¢aligmada, sigirlardan izole



edilen 6 (% 12), buzagilardan 9 (% 18), koyunlardan 13 (% 26), kedilerden 1 (% 2),
kopeklerden 8 (% 16), tavuklardan 3 (% 6), giivercin ve martilardan da 2 (% 4) sus O157
serotipi olarak saptanirken, devekusu orijinli suslarin tamami O157 serotipi bakimindan
negatif bulundu. Yine ayn1 caligmada tavuklarda % 4 oraninda K99 serotipi, % 10 O1:K1
ve % 8 oraninda da O78:K80 serotipleri bulunmustur. Baran ve Giilmez (2002) ise dana
bifteklerinden % 6 oraninda E. coli O157:H7 izole ederken, tavuk bagetlerinde yapilan
incelemeler negatif sonu¢ vermistir. Erganis ve ark. (1992) ise tavuk orijinli 113 E. coli

izolatindan 13 (% 11.5)’linii O1, 29 (% 25.6)’unu da O78 serotipi olarak tespit etmislerdir.

Daha oOnce yapilan arastirmalar gostermektedir ki E. coli O157:H7 serotipi
tavuklardan alinan kloakal svap veya diski orneklerinden izole edilememistir (Chapman
ve ark 2000, Khan ve ark 2002). Ancak yaptigimiz calismada Izmir, Aydin, Manisa,
Denizli ve Usak illerindeki fason broiler kiimeslerinden alinan 500 adet kloakal svabin 32’
sinden (% 6.40) E. coli O157:H7 serotipi identifiye edilmistir. Bu veri bir giinliik broiler
veya yumurtaci civcivlere deneysel olarak E. coli O157:H7 inokule edilen ¢aligmalarin
sonuclarmi dogrulamaktadir (Beery ve ark 1985, Best ve ark 2003, Giilhan 2003, Schoeni
ve Doyle 1994). Bu ¢alismalarin ortak sonucu etkenin sekumda kolonize olup uzun siireler
boyunca diskiyla sacgildigini gostermektedir. Diger bir onemli nokta ise calismamizda
alman numunelerin tiimiiniin sahadan toplanmis olmasi1 ve deneysel bir enfeksiyon ya da

etken inokulasyonunun s6z konusu olmamasidir.

Yapilan arastirmanin diger bir onemli sonucu ise illere gore alinan Orneklerden
izole edilen E. coli O157:H7 serotipinin Aydm ilinde 108/13 (% 12.04) gib1 yiiksek bir
oranda bulunmasidir. Bu oran1 140/9 (% 6.43) ile Izmir, 36/2 (% 5.55) ile Usak, 180/7
(% 3.88) ile Manisa ve 36/1 (% 2.77) orani ile Denizli takip etmektedir.

E. coli O157:H7 ‘nin tavuk eti ve tavuk eti liriinlerinden izole edildigi ¢aligmalar
(Abdul-Raouf ve ark 1993, Carter ve ark 1987, Martin ve ark 1986, Wadolkowski ve ark
1990) ise kesim asamasindan tiiketiciye kadar herhangi bir asamada et veya sarkiiteri

Uriiniiniin etkenle kontamine oldugunu gostermektedir. Calismamiz sonucunda elde



ettigimiz  veriler kontaminasyonun enfekte tavuk digkis1 yoluyla olabilecegini

kanitlamaktadir.

E. coli O157:H7 tavuklarm intestinal sistemine siirekli olarak yerlesim
gostermektedir. Incelenen 101 yumurtanin 14’ iinde (% 13.9) kabuk iizerinde etkene
rastlanirken, yumurta sarisinda veya akinda E. coli O157:H7 yoniinden yapilan testler
negatif olarak sonu¢lanmistir. Bu durum yumurtanin kloakadan gecisi sirasinda kabugun
diskiyla temast sonucu kontamine olmasiyla aciklanabilir (Schoeni ve Doyle 1994).
Kloakal svaplardan E. coli O157:H7 serotipini izole ettigimiz ¢alismamiz damizlik broiler
piliclerinde persiste enfeksiyon sekillenebilecegini ve enfeksiyonun yumurta kabugu
yoluyla broiler civcivlerine yasamlarinin ilk anlarinda bulasarak tavuk etinin tiiketiciye
ulasana kadar kontaminasyon kaynagi olarak degerlendirilebilecegini  agikca

gostermektedir.

Beery ve arkadaslarmin (1985) yaptig1 calismanin en 6nemli sonucu enfekte
civcivlerin oral yolla kontaminasyondan 5 ay sonrasma kadar digkilarinda 10° civarinda E.
coli O157:H7 bakterisinin bulunmasidir. Bu durum tavuklarin bu etken yOniinden

rezervuar olarak dikkate alinmalar: gerektiginin en biiyiik kanitidir.

E. coli O157:H7 serotipinin bir¢cok antibiyotige kars1 duyarli oldugu rapor
edilmesine (Swerdlow ve ark 1992) karsin Kore ‘de Kim ve arkadaslarmin (2005)
gerceklestirdigi calismada kullanilan E. coli O157:H7 suslarmin % 45.5’ inin iki veya daha
fazla antibiyotige karsi diren¢ gosterdikleri tespit edilmistir. Suslarin eritromisine karsi
direncglilikleri % 100 olarak bulunmustur. Bu oram1 % 27.2 ile ampisilin, % 18.2 ile

sefalotin ve yine % 18.2 ‘lik oranla tetrasiklin izlemektedir.

Hindistan ‘da yapilan baska bir ¢calismaya gore ise antimikrobiyal diren¢ zonlar1 en
cok ampisilin (% 25.4), tetrasiklin (% 23.8) ve streptomisinle (% 14.3) sekillenirken;
sefalotin (% 11.1) ve nalidiksik aside (% 6.4) kars1 gelistirilen diren¢ daha diisiiktiir
(Kenny ve ark 1997). Galland ve arkadaslarmin (2001) ABD ‘de yaptiklar1 arastirmada



biitin  izolatlar  tilmikosine  direnglilik  gosterirken,  izolatlarin  ¢ogunun
trimetoprim/sulfametoksazol ve siprofloksasine duyarli olduklar1 bulunmustur. Malezya
‘da yapilan arastirmada antibiyotik direncliligi basitrasin (% 100), sulfafurazol (% 77),
ampisilin (% 57), sefalotin (% 53) ve karbenisilin (% 30) gibi yiiksek oranlarda
gozlenmistir (Radu ve ark 2001). Japonya ‘da ise ampisilin, fosfomisin, kanamisin ve
vankomisine karsi diren¢ zonlarinin sekillendigi goriilmiistiir (Tsuboi ve ark 1996). Bu
bilgilerin 15181inda E. coli O157:H7 serotipinin ampisilin ve eritromisine direngli oldugu

sOylenebilir.

Calismamizda E. coli O157:H7 izolatlartyla yapilan antibiyogram testleri sonucunda
izolatlarin Polimiksin B’ ye % 100.00, Cefotaxime % 75.00, Norfloksasine % 59.38
oranlarinda duyarli; Kanamisine % 37.50 oraninda orta derecede duyarli; Ampisiline
% 100.00, Cephalotine % 100.00, Kloramfenikole % 87.50, Sulfametoksazol-
Trimetoprime % 81.25, Eritromisine % 81.25 ve Amoksisilin-Klavulonik aside % 62.50
oranlarinda diren¢li olduklar1 bulunmustur. Arastirmamizda belirlenen Ampisilin ve
Eritromisine karsi olusan yiiksek oranda direnclilik diger ¢calismalarla (Kenny ve ark 1997,
Kim ve ark 2005, Radu ve ark 2001) ortiisiirken Kloramfenikol ve Trimetoprim-
Sulfametoksazole kars1 olustugunu belirledigimiz direnclilik hakkinda ge¢mis calismalarla

pek uyusmayan sonuglar elde edilmistir (Feng ve ark 1991).



5. Sonug¢

Sonu¢ olarak Aydim, Izmir, Manisa, Denizli ve Usak illerindeki fason broiler
kiimeslerinden toplanan 500 adet kloakal svap 6rneginin 32 (% 6.40)’sinden Escherichia
coli O157:H7 serotipi identifiye edilmistir. Ayrica orneklerin 128 (% 25.60)’ inden diger
E. coli tirleri, 75 (% 15)° inden Klebsiella sp., 193 (% 38.60)° iinden Proteus sp., 38
(% 7.60)’ inden Pseudomonas sp. identifiye edilmis, 34 (% 6.80)" iinde ise bakteriyel
iireme sekillenmemistir. Orneklerden izole edilen E. coli O157:H7 suslarinin illere gore
sayilar1 oranlandiginda en yiiksek yiizdenin 108/13 (% 12.04) ile Aydin ilinde oldugu
belirlenmistir. Bu oran1 140/9 (% 6.43) ile izmir, 36/2 (% 5.55) ile Usak, 180/7 (% 3.88)
ile Manisa ve 36/1 (% 2.77) oram ile Denizli takip etmektedir.

E. coli O157:H7 izolatlartyla yapilan antibiyogram testleri sonucunda izolatlarin
Polimiksin B’ ye % 100.00, Sefotaksime % 75.00, Norfloksasine % 59.38 oranlarinda
duyarli; Kanamisine % 37.50 oraninda orta derecede duyarl;; Ampisiline % 100.00,
Sefalotine % 100.00, Kloramfenikole % 87.50, Sulfametoksazol-Trimetoprime % 81.25 ve
Amoksisilin-Klavulonik aside % 62.50 oranlarinda direncli olduklar1 bulunmustur. E. coli
O157:H7 izolatlar1 ile yapilan antibiyogram testlerinin sonuclar1 ise yanlis antibiyotik
kullanimmin ne kadar kotii sonuclar dogurabilecegini diisiindiirmektedir. Izole edilen
suslarin Ampisilin ve Sefalotin gibi ¢cok kullanilan antibiyotiklere % 100 oraninda direncli
olmasi antibiyotik kullaniminda daha dikkatli olunmasini1 gerektirmektedir. Polimiksin B

ve Sefotaksim ise ¢aliyma sonucunda kullanilmasini 6nerebilecegimiz antibiyotiklerdir.

Arastirmanmn Ege Bolgesi’ nde broiler piliglerinden E. coli O157:H7 izole ve
identifiye edildigi ilk caliyma olmas1 bakimindan 6nem tasidigr diisiiniilmektedir. Diinya
capinda tavuklarda yapilan arastirmalarin da az sayida olmasi bu etken yOniinden
tavuklarin kontaminasyon kaynagi olarak tamimlanmadigini anlatmaktadir. insan ve

hayvan saghigi agisindan onemli bir zoonotik etken olan E. coli O157:H7 serotipinin



broiler piliclerinde bulunmasi, gittikce gelisen kanath sektoriiniin  hijyen kosullarina ve
kiimesten sofraya kadar saglikli iiriin tiretme prensibine uygun olarak ¢caligmasi gerektigini

gostermektedir.



OZET

Broiler Piliclerinden Escherichia coli 0157:H7 Serotipinin Identifikasyonu ve

Antibiyotik Duyarhhiklarimin Belirlenmesi

Bu calismada, [zmir, Aydin, Manisa, Denizli ve Usak illerinde bulunan fason broiler
kiimeslerindeki pili¢lerden E. coli O157:H7 identifikasyonu amaciyla 500 adet kloakal

svap Ornegi alindi.

Bu arastirmada, 500 adet kloakal svap 6rneginin 32 (% 6.40)’sinden Escherichia coli
O157:H7 serotipi identifiye edilmistir. Ayrica orneklerin 128 (% 25.60)" inden diger E.
coli tiirleri, 75 (% 15)° inden Klebsiella sp., 193 (% 38.60)’ iinden Proteus sp., 38
(% 7.60)’ inden Pseudomonas sp. identifiye edilmis, 34 (% 6.80) iinde ise bakteriyel

tireme sekillenmemistir.

Arastirmada, orneklerden izole edilen E. coli O157:H7 suslarmin illere gore toplam
ornek sayisina oranlart Aydin 108/13 (% 12.04), Izmir 140/9 (% 6.43), Usak 36/2
(% 5.55), Manisa 180/7 (% 3.88) ve Denizli 36/1 (% 2.77) olarak belirlenmistir.

E. coli O157:H7 izolatlariyla yapilan antibiyotik duyarhilik testleri sonucunda
izolatlarin Polimiksin B’ ye % 100.00, Sefotaksime % 75.00, Norfloksasine % 59.38
oranlarinda duyarli; Kanamisine % 37.50 oraninda orta derecede duyarli; Ampisiline
% 100.00, Sefalotine % 100.00, Kloramfenikole % 87.50, Sulfametoksazol-Trimetoprime
% 81.25, Eritromisine % 81.25 ve Amoksisilin-Klavulonik aside % 62.50 oranlarinda

direncli olduklar1 bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: E. coli O157:H7, broiler, izolasyon, identifikasyon, antibiyotik



SUMMARY

The Identification and Antibiotic Sensibility of E. coli O157:H7 in Broiler
Chickens

In this study, 500 cloacal swaps have been picked up from broiler chickens at
subconstructor houses of “Abalioglu Feed, Soybean and Textile” company at izmir, Aydin,

Manisa, Denizli and Usak in order to identification of E. coli O157:H7.

Escherichia coli O157:H7 serotype were identified from 32 pieces (6.40%) of the
total 500 cloacal swaps. In addition, 128 (25.60%) other E. coli strains, 75 (15.00%)
Klebsiella sp., 193 (38.60%) Proteus sp., 38 (7.60%) Pseudomonas sp. are also identified,
but, 34 (6.80%) of the samples were not have any bacterial growth.

Percentage of the isolated E. coli O157:H7 from the total samples taken from the
cities are as : Aydm 108/13 (12.04%), Izmir 140/9 (6.43%), Usak 36/2 (5.55%), Manisa
180/7 (3.88%) and Denizli 36/1 (2.77%) .

Antimicrobial sensitivity test results with E. coli O157:H7 isolates resulted that the
isolates are sensitive 100.00% to Polymyxin B, 75.00% to Cefotaxime, 59.38% to
Norfloxacin; semi sensitive 37.50% to Kanamycin; resistant 100.00% to Ampicillin,
100.00% to Cephalothin, 87.50% to Chloramphenicol, 81.25% to Sulphamethoxazole-
Trimethoprim, 81.25% to Erithromycine and 62.50% to Amoxycillin-Clavulanic acid.

Key Words: E. coli O157:H7, broiler, isolation, identification, antibiotics
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